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1 9/05/2000 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, 6tabli par radministaration charged de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conforrrtement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagn6 d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifies et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
Padministration chargee de rexamen preliminaire international (voir la r^gle 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irrggularites dans la demande intemationale ' t 


VIII 


□ 


Observations relatives a la demande intemationale 
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Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 
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Demande internationale n° PCT/FROO/01 384 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
a I'office recepteur en r£ponse a une invitation faite conformement £ i'articfe 14 sont consid6rees dans le present 
rapport comme "initialement d6pos£es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-45 version initiale 

Revendications, N°: 

1-19 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/8-8/8 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-21, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus 6taient & la disposition de ('administration ou 
lui ont et£ remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a et§ d6pos6e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient & la disposition de I'administration ou lui ont 6t§ remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r£gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la rfcgle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire internationale (selon la r&gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas 6ch6ant), I'examen pr^liminaire internationale a §te effectue sur la base du listage des 
sequences : 

H contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

H depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme Ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par £crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a 6t6 fournie. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) (juillet 1998) 



VEXAMEM 
PR&UIMINAIRE QWTERMATIOIMAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/01 384 



□ La declaration, seion laquelle les informations enregistr^es sous d£chiffrable par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Presents par 6crit, a 6t6 fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°* : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t§ consid6r6es 

comme allant au-del& de i'expos6 de ('invention tel qu'il a §te depose, comme il est indiquS ci-apr6s (rfcgle 
70.2(c)) : 

(Toute feuifle de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations compl6mentaires, le cas 6ch6ant : 



V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilit' 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui: Revendications 1-19 (partiellement) 

Non : Revendications 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-19 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-19 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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Point V. 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : WO 98 14601 A (EXSEED GENETICS L L C) 9 avril 1998 (1998-04-09) cite 
dans la demande 

D2: DATABASE SWISSPROT [en ligne] 1 aout 1998 (1998-08-01) D'HULST, C, 
ET AL. : 'cloning of the cDNA encoding for the GBSSI in the green algae 
Chlamydomonas reinhardtii' XP002146121 

D3: DATABASE EMBL SEQUENCE LIBRARY [en ligne] 2 juin 1998 (1998-06- 
02) D'HULST, C, ET AL. : 'cloning of the cDNA encoding for the GBSSI in the 
green algae Chlamydomonas reinhardtii' XP002146137 

I) La presente demande est basee sur une methode d'obtention de grains d'amidon 
contenant un polypeptide d'interet, ledit polypeptide d'interet etant vehicule vers 
les plastes ou a lieu la biosynthese des grains d'amidons a Paide d'un polypeptide 
de fusion entre ledit polypeptide d'interet et une amidon synthetase de type 
GBSSI (i.e. liee au grain d'amidon). 

Cette approche a deja ete utilisee dans I'art anterieur, en particulier D1 qui indique 
clairement que I'enzyme de choix est de type GBSSI (page 13, lignes 23-24). 
La difference entre la presente demande et D1 reside dans le fait que la presente 
demande utilise une GBSSI differente de celle de D1 . 

La GBSSI selon la presente demande etait identifiee dans I'art anterieur (voir D3 
et D4) et done clonable et utilisable comme simple variante par rapport a D1 (a 
noter egalement que D1 indique comment doner de telles enzymes). Ainsi 
aucune activite inventive ne peut etre reconnue sur la base de la GBSSI 
specifique utilisee dans la presente demande. 

II apparaTt a la lecture de la description (page 4, lignes 19-26) que I'activite 
inventive devrait etre reconnue sur la base du procede de transformation des 
plantes et d'obtention de grains d'amidon transformes par les sequences selon la 
demande. En d'autre termes sur la simple faisabilite de la methode. Aucune 
activite inventive ne peut etre reconnue sur cette base dans la mesure ou d'une 
part la presente demande ne divulgue aucun procede qui ne soit pas deja 
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explicitement ou implicitement divulgue dans D1 et d'autre part compte tenu du 
fait que des lors que la construction hybride de depart est definie, son utilisation 
pour transformer des plantes et obtenir des grains d'amidon contenant le peptide 
d'interet ne fait appel qu'a des operations de routine bien connues de I'hornme du 
metier. 

En consequence, I'objet des revendications 1-19 ne fait pas preuve d'activite 
inventive en vertu de PArticle 33.3 PCT. 

II) L'attention de la Demanderesse est par ailleurs portee sur le fait que de 

nombreuses revendications (1 et 8 par exemple) sont anticipees par D1 des lors 
qu'elles se referent a une "proteine derivee" de I'amidon synthase ou derivee de 
la GBSSI selon la presente demande (Article 33.2 PCT). 
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Applicant's or agent's file reference 
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rnD i?T idtutd A i-Tii^M SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
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International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/FR00/01384 


19 May 2000(19.05.00) 


21 May 1999(21.05.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/82 






Applicant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIQUE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

13 October 2000(13.10.00) 


Date of completion of this report 

13 August 2001 (13.08.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



onal application No. 

PCT/FROO/01384 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
[ | the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 1-45 

pages 

pages 



4. 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 
pages 



1-19 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



1/8-8/8 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



-21 



, as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

DKI contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
1 — 1 beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed*' and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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International application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (LA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-19 (in part) 



1-19 



1-19 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The following documents are referred to: 



Dl 



D2 



D3 



WO-A-98/14601 (EXSEED GENETICS L L C) 9 April 1998 
(1998-04-09), cited in the application; 
DATABASE SWISSPROT [on-line] 1 August 1998 (1998- 
08-01) D'HULST C. ET AL . : "Cloning of the cDNA 
encoding for the GBSSI in the green algae 
Chlamydomonas reinhardtii " , XP002146121; 
DATABASE EMBL SEQUENCE LIBRARY [on-line] 2 June 
1998 (1998-06-02) D'HULST C ET AL . : "Cloning of 
the cDNA encoding for the GBSSI in the green algae 
Chlamydomonas reinhardtii", XP0 0214 6137 . 



I) The present application is based on a method for 

obtaining starch grains containing a polypeptide of 
interest, said polypeptide of interest being conveyed 
towards the plastids where the biosynthesis of the 
starch grains occurs by means of a fusion polypeptide 
of the said polypeptide of interest and a starch 
synthetase of the GBSSI type (i.e. linked to the starch 
grain) . 

This approach has already been used in prior art, 
particularly in Dl, which clearly indicates that the 
preferred enzyme is of the GBSSI type (page 13, lines 
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INTERNATIONAL PR£flfeNARY EXAMINATION REPORT 4Ht 



grnational application No. 
VFR 00/01384 



23-24). The difference between the present application 
and Dl lies in the fact that the present application 
uses a different GBSSI to that of Dl . 

The GBSSI of the present application was identified in 
the prior art (see D3 and D4 ) and could therefore be 
cloned and used as a straightforward alternative in 
relation to Dl (note also that Dl describes how to 
clone such enzymes) . Consequently, no inventive step 
can be found on the basis of the specific GBSSI used in 
the present application. 



The descript ion (page 4, lines 19—26) suggests that an 
inventive step ought to be acknowledged on the basis of 
the method used to transform the plants and to obtain 
starch grains transformed by the sequences defined in 
the application. In other words, purely on the basis of 
the feasibility of the method. No inventive step can be 
recognised on this basis, firstly because the present 
application discloses no method that is not already 
explicitly or implicitly disclosed by Dl, and secondly 
because of the fact that once the initial hybrid 
structure has been defined, the use thereof to 
transform plants and to obtain starch grains containing 
the peptide of interest merely involves routine steps 
that are well known to a person skilled in the art. 



Consequently, the subject matter of Claims 1-19 
involves no inventive step within the meaning of PCT 
Article 33 (3) . 



II) The applicant should also note that many of the claims 
(1 and 8, for example) are anticipated by Dl in so far 
as they refer to a "protein derived" from the starch 
synthetase or derived from the GBSSI as per the present 
application (PCT Article 33(2)). 
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OPINION ECRITE 
(regie 66 du PCT) 



Date d'expedition 
Qour/mois/ann6e) 



17.05.2001 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
WOB 99 CNRAMYL 



DELAI DE REPONSE 2 mois a compter 

de la date d'expedition indiqu6e ci-dessus 



Demande internationale n° 
PCT/FR00/01384 ■■ 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
19/05/2000 



Date de priority (jour/mois/ann4e) 
21/05/1999 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a Ja fois classification nationale et CIB 
C12N15/82 



Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENT. et al. 



1. La presente opinion 6crite est la premiere opinion de cette nature rexligee par I'administration charge de I'examen 
preliminaire international. 

2. La presente opinion contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants: 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



d'application industrielle 
Absence d'unite" de ('invention 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inv 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irr6gularites dans la demande internationale 



Le deposant est invite a repondre a la presente opinion. 

Quand? Voir le delai indiqu6 plus haut. Le deposant peut, avant ('expiration de ce delai, en demander la prorogation a 
I'administration charged de I'examen preliminaire international (voir la regie 66.2.d). 

Comment? En presentant une reponse par 6crit, acompagnee le cas 6cheant, de modifications, conformement a la regie 66.3. 
Pour la forme et la langue des modifications, voir les regies 66.8 et 66.9. 

En outre: Pour une possibility additionnelle de presenter des modifications, voir la regie 66.4. 

Pour I'obligation faite a I'examinateur de prendre en consideration des modifications ou des arguments, voir la regie 66.4 bis. 
Pour une communication officieuse avec I'examinateur, voir la regie 66.6. 

En I'absence de reponse, le rapport d'examen preliminaire international sera 6tabli sur la base de la presente opinion. 

La date limite d'6tablissement du rapport d'examen 

preliminaire international conformement a la regie 69.2 est le: 21/09/2001 . 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 / Examinateur 
Ury,A 



Agent des formaiites (y compris prolongation de delais) y& 
Emslander, S 

N° de telephone +49 89 2399 8718 
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I. Base de I'opinion 

1 . En ce qui concerne ies elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a /'office recepteur en r6ponse a une invitation faite conformSment a i'articie 14 sont considerees, dans la 
presente opinion, comme "initiaiement deposees") : 

Description, pages: 

1-45 version initiale 

Revendications, N°: 

1-19 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/8-8/8 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-21, telles que initiaiement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient & la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposSe, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements Etaient a la disposition de Tadministration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

H contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

S depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrabie par ordinateur. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme Ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrabie par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr6es sous dechiffrabie par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Presente par 6crit, a 6te fournie. 
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4. Les modifications ont entraine I'annuiation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a et£ formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme ailant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a e\6 depose, comme il est indique ci-apres (r£gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annex4e au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute (N) Revendications 

Activite inventive (IS) Revendications 1-19 (NON) 

Possibility d'application industrielle (IA) Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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Point V- 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : WO 98 14601 A (EXSEED GENETICS L L C) 9 avril 1998 (1998-04-09) cite 
dans la demande 

D2: DATABASE SWISSPROT [en ligne] 1 aout 1998 (1998-08-01) D'HULST, C, 
ET AL. : 'cloning of the cDNA encoding for the GBSSI in the green algae 
Chlamydomonas reinhardtii' XP002146121 

D3: DATABASE EMBL SEQUENCE LIBRARY [en ligne] 2 juin 1998 (1998-06- 
02) D'HULST, C, ET AL. : 'cloning of the cDNA encoding for the GBSSI in 
the green algae Chlamydomonas reinhardtii' XP002146137 

I) La presente demande est basee sur une methode d'obtention de grains d'amidon 
contenant un polypeptide d'interet, ledit polypeptide d'interet etant vehicule vers 
les plastes ou a lieu la biosynthese des grains d'amidons a I'aide d'un polypeptide 
de fusion entre ledit polypeptide d'interet et une amidon synthetase de type 
GBSSI (i.e. liee au grain d'amidon). 

Cette approche a deja ete utilisee dans I'art anterieur, en particulier D1 qui indique 
clairement que ['enzyme de choix est de type GBSSI (page 13, lignes 23-24). 
La difference entre la presente demande et D1 reside dans le fait que la presente 
demande utilise une GBSSI differente de celle de D1 . 

La GBSSI selon la presente demande etait identifiee dans I'art anterieur (voir D3 
et D4) et done clonable et utilisable comme simple variante par rapport a D1 (a 
noter egalement que D1 indique comment doner de telles enzymes). Ainsi 
aucune activite inventive ne peut etre reconnue sur la base de la GBSSI 
specifique utilisee dans la presente demande. 

II apparaTt a la lecture de la description (page 4, lignes 19-26) que I'activite 
inventive devrait etre reconnue sur la base du procede de transformation des 
plantes et d'obtention de grains d'amidon transformes par les sequences selon la 
demande. En d'autre termes sur la simple faisabilite de la methode. Aucune 
activite inventive ne peut etre reconnue sur cette base dans la mesure ou d'une 
part la presente demande ne divulgue aucun procede qui ne soit pas deja 
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explicitement ou implicitement divulgue dans D1 et d'autre part compte tenu du 
fait que des lors que la construction hybride de depart est definie, son utilisation 
pour transformer des plantes et obtenir des grains d'amidon contenant le peptide 
d'interet ne fait appel qu'a des operations de routine bien connues de I'homme du 
metier. 

En consequence, I'objet des revendications 1-19 ne fait pas preuve d'activite 
inventive en vertu de I'Article 33.3 PCT. 

II) L'attention de la Demanderesse est par ailleurs portee sur le fait que de 

nombreuses revendications (1 et 8 par exemple) sont anticipees par D1 des lors 
qu'elles se referent a une "proteine derivee" de I'amidon synthase ou derivee de 
la GBSSI selon la presente demande (Article 33.2 PCT). 
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GRAINS D'AMIDON CONTENANT UN POLYPEPTIDE RECOMBINANT 
D'INTERET, LEUR PROCEDE D'OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS 



La presente invention a pour objet des grains d'amidon contenant un polypeptide 
recombinant d'interet, leur precede d'obtention, ainsi que leurs utilisations, notamment 
dans des compositions pharmaceutiques. 

L'amidon represente Tune des sources les plus importantes de polysaccharides 
presents sur terre, et peut notamment etre trouve dans les plantes (mais, pomme de 
terre, ble, riz, orge...), les algues, les microalgues etc. L'amidon se presente sous 
forme de grains insolubles dans l'eau, dont la taille peut varier de 0,1 a plusieurs 
dizaines de jam de diametre selon l'origine (plantes, algues ou microalgues) ou encore 
le genotype du vegetal considere. Ainsi, les tailles de ces grains varient de 0,1 {im de 
diametre a plus de 50 jam de diametre. De meme, les degres de cristallinite de ces 
grains oscillent entre 0% (pour les grains riches en amy lose) a plus de 30%. II existe 
trois a quatre types cristallins (A, B, C, V). Le grain croit par apposition de couches 
success ivement amorphes et semi-cristallines a partir du centre du grain d'amidon. 

L'amidon renferme plusieurs fractions polysaccharide ques distinctes, composees 
de glucanes lies en ct-1,4 et ramifies en a- 1,6. Pius particulierement, l'amidon est 
constitue de deux polymeres de glucose : l'amylose d'une part, fraction minoritaire du 
grain (environ 20 a 30 % en poids), de faible poids moleculaire, moderement ramifie 
(< 1 % de liaisons a-1,6) et Tamylopectine d'autre part, fraction majoritaire du grain 
;(70 a 80 % en poids), de haut poids moleculaire et fortement ramifiee (5 % de liaisons 
a-1,6). L'amylose n'est pas necessaire a l'edification de la cristallinite du grain 
d'amidon ; on sait aujourd'hui que e'est 1'amylopectine qui est responsable de la 

, cristallinite du grain d'amidon. 

Au plan biologique, l'amidon sensu stricto n'est retrouve que dans le regne 
vegetal, et, plus specifiquement, dans les chloroplastes ou dans les plastes non 
photosynthetiques de la cellule vegetale eucaryote. Deux types d'amidon peuvent etre 

j synthfitises par les vegetaux : l'amidon transitoire ou photosynthetique (dont la 

! synthase se deroule au niveau des chloroplastes), et, Tamidon de reserve (dont la 

; synthese se deroule au niveau des amyloplastes). 
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La synthese de ramidon chez les plantes fait intervenir toute une panoplie 
d'enzymes impliquees dans la biosynthese du precurseur ADP-giucose, l'echafoudage 
des molecules d'amylose et d'amylopectine et enfin, la degradation du grain 
d'amidon. 

La premiere etape de la biosynthese de ramidon est la production du precurseur 
ADP-glucose qui fait intervenir deux enzymes : la phosphoglucomutase (PGM) et 
l 5 ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase). 

La deuxieme etape de la biosynthese du grain d'amidon fait egalement intervenir 
deux types d'enzymes, principalement impliquees dans la synthese de l'amylose et de 
l'amylopectine : les amidon-synthetases (ou adenosine diphosphate glucose a- 1,4- 
glucane ct-4-glucosyltransferases) et les enzymes de branchement (ou a-l,4-glucane- 
6-glucosyltransferases). Les amidon-synthetases catalysent le transfert du residu de 
glucose de l'ADP-glucose sur des chaines de glucanes en elongation en creant une 
liaison O-glycosidique de type a- 1,4. Puis, les enzymes de branchement hydrolysent 
une liaison a-1,4 d'un glucane en elongation, et soudent ensuite le fragment ainsi 
libere sur le reste du glucane par r intermediate d'une liaison ct-1,6. 

En ce qui conceme la degradation de ramidon, il existe deux families majeures 
d'enzymes de degradation : les enzymes hydrolytiques (hydrolases) d'une part, telles 
que les a-amylases (endomylases), les p-amylases (exomylases), les y-amylases 
(amyloglucosidases), les D-enzymes (glucosyltransferases), les R-enzymes (enzymes de 
debranchement), les a-glucosidases (maltases), et, d'autre part, les enzymes 
phosphorolytiques (ou amidon-phosphorylases). 

Plusieurs isoformes d' amidon-synthetases coexistent chez les plantes 
superieures. La distinction majeure entre ces isoformes tient en leur caractere soluble 
(a savoir qu'elles sont en solution dans le stroma plastidial des plantes) ou lie au grain 
d'amidon. 

Les amidon-synthetases liees au grain d'amidon (ou GBSS pour Granule Bound 
Starch Synthases) sont retrouvees en etroite association avec ramidon. Plusieurs 
isoformes de GBSS ont 6t6 isolees chez le mais, le pois, la pomme de terre ou encore 
le bl6 (MacDonald and Preiss, 1985 ; Smith, 1990 ; Dry et al, 1992 ; Dertyer et al t 
1995). Dans tous les cas, c'est la GBSSI qui represente 1'isoforme majeure ; le role 
tenu par cette isoforme dans la biogenese du grain d'amidon est la formation 
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d'amylose (Tsai, 1974 ; Hovenkamp-Hermelink et aL, 1987; Delrue et al t 1992 ; 
Denyer et aL, 1995), Une mutation aux loci WX des cereales, XMFde la pomme de 
terre, LAM du pois, associe la disparition de la GBSSI a un effondrement total de la 
fraction amylosique de l'amidon. Un ADNc correspondant a la « proteine Waxy » (par 
abus de langage, on utilise le terme « proteine Waxy »pour designer la GBSSI chez les 
plantes, la distinguant ainsi des autres GBSS) a ete isole chez le ble, 1'orge, le mais, le 
riz, la pomme de terre et le pois. Les comparaisons des sequences proteiques relatives 
montrent une homologie tres grande entre les diverses especes (Ainsworth et al., 
1993). 

La GBSSI n'est pas la seule amidon-synthetase liee au grain d'amidon. D'autres 
isoformes sont retrouvees liees au grain d'amidon chez le pois, la pomme de terre, le 
mais ou encore le ble {Smith, 1990; Dry et aL, 1992 ; Mu et aL t 1994; Denyer et 
aL, 1995). Cependant, les roles tenus par chacune de ces isoformes ne sont pas clairs 
jusqu'a present. De plus, la plupart d'entre elles sont anssi retrouvees dans la phase 
soluble. 

Les amidon-synthetases solubles (ou SS pour Soluble Starch Synthases) ne sont 
pas liees au grain d'amidon, mais sont retrouvees sous forme soluble dans le stroma 
plastidial des plantes. De meme que pour les formes liees, de multiples formes 
d'amidon-synthetases. solubles sont presentes chez les vegetaux superieurs. Ainsi, on a 
par exemple pu detecter trois isoformes d'amidon-synthetases solubles (SSI, SSII et 
SSm) dans le tubercule de pomme de terre. 

Des ADNc correspondants aux differentes formes d'amidon-synthetases solubles 
ont ete clones chez les vegetaux superieurs (Baba et aL, 1993 ; Dry et al, 1992; 
Edwards et aL, 1995 ; Abel et aL, 1996; Marshall et aL, 1996 ; Gao et aL, 1998). 
La comparaison des sequences qui en decoule, montre clairement la presence de trois 
regions hautement conservees a travers les isoformes, que ce soit au sein d'une meme 
espece ou entre les especes de plantes superieures. 

Des travaux de recherche recents menes par les Inventeurs ont permis d'etablir que 
la r amidon-synthetase soluble II (SSII) de Chlamydomonas reinhardtii est 
principalement impliquee dans la formation des cristaux de la molecule 
d'amylopectine. 
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En revanche, la GBSSI n'intervient pas dans Tedification des cristaux de 
ramylopectine. L'activite GBSSI n'a jamais ete detectee en phase soluble. La GBSSI 
est intimement associee au grain d'amidon. Cependant, contraixement "a Tamylase, 
aucun motif de liaison a l'amidon n'a ete mis en evidence dans les sequences de 
GBSSI decrites jusqu'a present. Ainsi on ne connait pas le mecanisme regissant la 
liaison de la GBSSI au granule d'amidon. 

Les amidon-synthetases suscitent un interet particulier dans la mesure ou ces 
enzymes pourraient permettre de vehiculer un peptide recombinant d' interet vers les 
plastes ou a lieu la biosynthese des grains d'amidon. Ainsi la transformation de plantes 
avec des sequences codant pour des peptides de fusion entre une amidon-synthetase et 
un peptide d' interet, pennettrait d'obtenir des grains d'amidon en grande quantite a 
partir desquels ledit peptide d' interet pourrait etre recupere. 

C'est dans cet objectif que les auteurs de la demande internationale 
WO 98/14601 (Exseed Genetics), ont decrit des sequences nucleotidiques codant des 
proteines de fusion dans lesquelies le polypeptide d' interet est lie a rextremitfi 
aminoterminale d'une amidon-synthetase choisie dans le groupe constitue par les 
amidon-synthetases solubles I, II et III (SSI, SSII, SSIII), les amidons-synthetases 
liees au grain (GBSS), les enzymes de branchement I, Ha et IIBb et les glucoamylases. 
Toutefois aucun procede de transformation de plantes a l'aide des sequences decrites 
dans cette demande, et done d'obtention de grains d'amidon transformes par lesdites 
sequences, n'est illustre de fafon detaillee. 

La presente. invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait 
que seule la transformation de plantes avec des sequences nucleotidiques codant des 
polypeptides de fusion dans lesquels le polypeptide d f interet est lie a l'extremite 
carboxyterminale de 1' amidon-synthetase, permet d'obtenir des grains d'amidon 
contenant ledit peptide d'interet. 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouvelles sequences 
nucleotidiques codant des proteines de fusion capables de vehiculer un peptide 
d f interet vers le site de biosynthese des grains d'amidon dans les cellules vegetales (y 
compris les cellules d'algues ou de micro-algues). 
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Un autre but de la presente invention est de fournir des plantes transfonnees a 
1'aide des sequences nucleotidiques susmentionnees, lesdites plantes produisant de 
l'amidon contenant un polypeptide d'interet. 

Un autre but de la presente invention est de fournir des grains d'amidon 
contenant un polypeptide d'interet. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un precede de preparation de 
ces grains d'amidon. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un procede de preparation 
d'un polypeptide recombinant d'interet a partir de ces grains d'amidon. 

Un autre but de la presente invention est de fournir, des compositions 
notamment alimentaires ou pharmaceutiques, contenant les grains d'amidon 
susmentionnes. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un procede de 
biotransformation des grains d'amidon lorsque ledit peptide d'interet utilis6 est 
capable de transformer l'amidon. 

L'invention sera illustree dans ce qui suit a l'aide des figures suivantes : 

- Figure 1 : ADNc codant pour la partie carboxyterminale de la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii, 

- Figure 2 : ADNc codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, et 
sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii. 

La presente invention a pour objet toute sequence nucleotidique recombinante 
caracterisee en ce qu'elle comprend, dans le sens 5'-*3\ une sequence nucleotidique 
codant pour une adenosine diphosphate glucose cc-l,4-glucane a-4-glucosyltransferase 
ou amidon-synthetase (EC 2.4.1.21), ou pour une proteine derivee de cette enzyme, 
notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, 
ladite amidon-synthetase ou proteine derivde ayant la propriete de migrer vers les sites 
de biosynthese des grains d'amidon dans les cellujes vegetales et de s'associer aux 
grains d'amidon, ladite sequence nucleotidique codant pour 1' enzyme ou proteine 
susmentionnee etant placee en amont d'une sequence nucleotidique codant pour un 
peptide ou polypeptide d'interet. 

Par amidon-synth6tase, on entend dans ce qui prdcede et xe qui suit, toute 
proteine ayant la propriete de migrer vers les sites de biosynthese des grains d'amidon 
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dans les cellules vegetales et de s'associer aux grains d'amidon, que cette amidon- 
synthetase ait conserve ou non son activite enzymatique au sein du polypeptide de 
fusion, code par une sequence nucleotidique recombinante susmentionnee, entre ladite 
amidon-synthetase et ledit polypeptide d'interet. 

De preference, la sequence nucleotidique codant pour line amidon-synthetase, ou 
pour une proteine derivee telle que definie ci-dessus, est choisie parmi celles codant 
pour une amidon-synthetase liee au grain d'amidon GBSS presente notamment chez 
les plantes, algues ou micro-algues, et plus avantageusement encore pour une isofonne 
GBSSI, ou pour une proteine derivee de cette GBSS, ou GBSSI, telle que definie ci- 
dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, et plus particulierement pour une 
GBSS, notamment pour une GBSSI, est telle qu'obtenue par criblage d'une banque 
d'ADNc preparee a partir de cellules susceptibles de contenir cette enzyme, 
notamment de cellules de plantes, algues ou micro-algues, a Taide d'un antiserum 
contenant des anticorps reconnaissant specifiquement ladite amidon-synthetase codee 
par un ou plusieurs ADNc de la banque, lorsque ladite amidon-synthetase est 
exprimee par un vecteur de clonage approprie, ledit antiserum etant obtenu par 
immunisation d f un animal, tel que le lapin, avec de Tamidon extrait des cellules 
susmentionnees. 

L* invention concerne plus particulierement toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caracterisee ; en ce que la sequence 
nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, ou pour une proteine dfirivee, est 
choisie parmi : 

- la sequence nucleotidique de TADNc d'environ 2900 a 3100 paires de bases, et 
dont les 1696 paires de bases de Textrfimite 3' sojit representes sur la figure 1, ladite 
sequence nucleotidique : 

. codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d'environ 640 k 680 
acides amines, notamment d'environ 660 acides amines, dont T extremity 
aminotenninale correspond k Tenchainement d 1 acides . amines suivant : 
ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV, ou ALDIVMV A AEV AP WSKTGGLGD V , 
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et dont l'extremite carboxyterminale correspond a renchainement d'acides amines 
represents sur la figure 1, 

. et etant obtenue par criblage d'une banque d'ADNc preparee a partir de 
cellules de Chlamydomonas reinhardtii, a l'aide d'un antiserum obtenu par 
immunisation de lapins avec de 1'amidon extrait des cellules susmentionnees de 
Chlamydomonas reinhardtii, 

- ou un fragment nucleotidique de l'ADNc susmentionne, codant pour un 
fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit fragment 
peptidique comprenant I'integralite de la partie aminoterminale de ladite GBSSI, et 
etant delimite a son extremite carboxyterminale par l'acide amine sitae en Tune des 
positions 25 a 238, ou en Tune des positions 118 a 238, de la sequence en acides 
amines representee sur la figure 1 , 

- ou une sequence nucleotidique derivee par degenerescence du code genetique 
de la sequence nucleotidique de l'ADNc susmentionne, ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionn6 de cette derniere, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, 

- ou une sequence nucleotidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique derivee de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou derivee d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, et ayant la propriete. de s'associer aux grains 
d'amidon, ladite sequence nucleotidique derivee ayant de preference une homologie 
d'au moins environ 50 %, et de preference d'au moins environ 70 %, avec la 
sequence ou fragment nucleotidique susmentionnes, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d' hybridation definies ci-apres, 

la propriete que possede une amidon-synthetase, ou un fragment ou une proteine 
derivee de cette derniere tels que definis ci-dessus, de pouvoir s ! associer aux grains 
d'amidon, pouvant etre mesuree selon la methode suivante : extraction des proteines 
des grains d'amidon, par exemple selon le procede detaille ci-apres, et detection de la 
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presence de ladite amidon-synthetase, ou d'nn fragment ou d'une proteine derivee de 
cette derniere tels que definis ci-dessus, notamment par electrophorese en gel de 
poly aery lamide selon la methode detaillee ci-apres. 

L' invention concerne plus particulierement toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique susmentionnee codant pour une amidon-synthetase, ou pour une proteine 
derivee, est plus particulierement choisie parmi : 

- la sequence nucleotidique de l'ADNc represents sur la figure 2, correspondant 
a SEQ ID NO : 1 dans la liste de sequences ci-apres, ladite sequence nucleotidique 
codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence nucleotidique SEQ ID 
NO : 1 representee sur la figure 2, et plus particulierement toute sequence dont le 
nucleotide de l'extremite 5' correspond a celui sitae en 1'une des positions 1 a 186 de 
SEQ ID NO : 1, et dont le nucleotide de l'extremite 3' correspond a celui situe en 
Tune des positions 1499 a 3117 de SEQ ID NO : 1, notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 2 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 15 a 2138 de SEQ ID NO : 1, codant pour la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amines (SEQ ID NO : 3) 
delimitee par les acides amines situes aux positions 1 et 708 de la sequence peptidique 
representee sur la figure 2, 

. la sequence SEQ ID NO : 4 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 186 a 2138 de SEQ ID NO : 1, codant pour la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de proteine mature de 651 acides amines (SEQ ID NO : 5) 
delimitee par les acides amines situes aux positions 58 et 708 de la sequence 
peptidique representee sur la figure 2, 

.la sequence SEQ ID NO : 6 delimitee par les nucleotides situds aux 
positions 186 a 1499 de SEQ ID NO : 1, codant pour un fragment de 438 acides 
amines (SEQ ID NO : 7) delimite par les acides amines situes aux positions 58 et 495 
de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii representee sur 
la figure 2, 

. la sequence SEQ ID NO : 8 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 186 a 1778 de SEQ ID NO : 1, codant pour un fragment de 531 acides 
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amines (SEQ ID NO : 9) delimite par les acides amines situes aux positions 58 et 588 
de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii representee sur 
la figure 2, 

- ou une sequence nucleotidique derivee par degenerescence du code genetique 
des sequences nucleotidiques susmentionnees, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette dernier e, 

- ou une sequence nucleotidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique derivee de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou derivee d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, et ay ant la propriete de s'associer aux grains 
d'amidon, Iadite sequence nucleotidique derivee ay ant de preference une homologie 
d'au moins environ 50 %, et de preference d'au moins environ 70 %, avec la 
sequence ou fragment nucleotidique susmentionnes, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d'hybridation definies ci-dessus. 

L* invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce que la sequence 
nucleotidique codant pour un peptide ou polypeptide d'interet est choisie parmi celles 
codant des peptides biologiquement actifs, notamment des peptides d'interet 
therapeutique ou utilisables dans Ie domaine agroalimentaire. i 

L 1 invention concerne egalement toute sequence nucleotidique recombinante telle 
que definie ci-dessus, caracterisee en ce que la sequence nucleotidique codant pour un 
peptide ou polypeptide d'interet est choisie parmi celles codant des enzymes 
susceptibles de transformer 1'amidon, telles que les enzymes interagissant avec les a- 
glucanes dont les hydrolases diverses, les phosphorylases, les a-1,4 
glucanotransferases, les enzymes de branchement, les amylases, et notamment les 
hydrolases thermostables issues de bacteries extremophiles telles que les 
archaebacteries actives a des temperatures superieures k 40 °C. 
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L* invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique codant pour un site de clivage, ladite sequence nucleotidique etanl 
placee entre la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, ou une 
proteine derivee de cette derniere, et la sequence nucleotidique codant le polypeptide 
d'interet. 

A titre d' illustration, la sequence nucleotidique codant pour un site de clivage est 
choisie parmi les sequences codant pour une sequence peptidique de type aspartyl- 
proline tres labile en pH acide, ou codant pour une petite sequence peptidique 
reconnue specifiquement par une protease, telles que la trypsine, la chymotrypsine, la 
pepsine, la collagenase, la thrombine, l ! alasubtilisine, ou reconnue par des composes 
chimiques tel que le bromure de cyanogene. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend un promoteur sitae en 
amont de la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, ou une 
proteine derivee de cette derniere, ainsi qu'une sequence codant pour des signaux de 
tenninaison de la transcription situee en aval de la sequence nucleotidique codant le 
polypeptide d'interet, 

Parmi les promoteurs de transcription susceptibles de pouvoir etre utilises dans 
le cadre de la presente invention, on peut citer : 

- pour les promoteurs procaryotes, les promoteurs Lac ou T7, 

- pour les promoteurs eucaryotes de type vegetaux superieurs, le promoteur 35S 
CaMV, ou tout type de promoteur d'origine vegetale, 

- dans le cas de la transformation de microalgues, le promoteur utilise peut etre 
celui du gene ARG7 codant Targinosuccinate lyase ou encore le promoteur du gene 
NIT1 codant la nitrate reductase. 

L'invention a egalement pom: objet tout vecteur recombinant, notamment du type 
plasmide, cosmide ou phage, caracterise en ce qu'il contient une sequence 
nucI6otidique recombinante selon Tinvention telle que definie ci-dessus, inseree en un 
site non essentiel pour sa replication. 

L'invention conceme egalement tout hote cellulaire, transforme par un vecteur 
recombinant tel que defini ci-dessus, notamment toute bacterie telle que 
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Agrobacterium tumefaciens, et comprenant au moins une sequence nucleotidique 
recombinante selon r invention. 

L' invention concerne egalement tout polypeptide de fusion caracterise en ce 
qu'il comprend : 

5 - en position N- terminate une amidon-synthetase, ou une proteine derivee de 

cette enzyme, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 
acides amines, ladite amidon-synthetase ou proteine derivee ayant la propriete de 
migrer vers les sites de biosynthese des grains d'amidon dans les cellules vegetales et 
de s'associer aux grains d'amidon, 

10 - et, en position C-terminale, un peptide ou polypeptide d'interet, 

la partie C-terminale de la sequence en acides amines de V amidon-synthetase, ou de la 
proteine derivee^ etant ainsi liee a la partie N-terminale de la sequence peptidique 
d'interet, ledit polypeptide de fusion etant code par une sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus selon rinvention. 

15 L'invention a plus particulierement pour objet tout polypeptide de fusion tel que 

defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend en position N-terminale une GBSS 
presente notamment chez les plantes, algues ou micro-algues, et plus particulierement 
une isoforme GBSSI, ou une proteine derivee de cette derniere telle que definie ci- 
dessus. 

20 L'invention concerne plus particulierement tout polypeptide de fusion tel que 

defini ci-dessus, caracterise en ce que 1' amidon-synthetase est choisie parmi : 

- la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d' environ 640 a 680 acides amines, 
dont l'extremite amino terminate correspond a Tenchainement d'acides amines suivant: 
ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV, ou ALDIVMV AAEV AP WSKTGGLGD V , et 

25 rextremite carboxyterminale correspond a 1'enchainement d'acides amines represents 

sux la figure 1, ladite GBSSI etant codee par la sequence nucleotidique obtenue par 
criblage d'une banque d'ADNc preparee a partir,de cellules de Chlamydomonas 
reinhardtii, a l'aide d'un antiserum obtenu par immunisation de lapins avec de 
Tamidon extrait des cellules susmentionnees de Chlamydomonas reinhardtii , 

30 - ou un fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit 

fragment peptidique comprenant Tint^gralite de la partie ammoterminale de ladite 
GBSSI, et etant d61imite a son extremity carboxyterminale par Tacide amine situe en 
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l'une des positions 25 a 238, ou en I'une des positions 118 a 238, de la sequence en 
acides amines representee sur la figure 1 , 

- ou une sequence peptidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, et ayant la propriete de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite sequence peptidique derivee ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avantageusement d'au moins environ 80%, avec la sequence ou 
fragment peptidique susmentionn6s, 

la propriete que possede la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ou un 
fragment ou une proline derivee de cette demiere tels que dermis ci-dessus, de 
pouvoir s'associer aux grains d'amidon, pouvant etre mesuree selon la methode 
decrite ci-dessus. 

L' invention a plus particulierement, pour objet tout polypeptide de fusion tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce que l'amidon-synthetase definie ci-dessus, est plus 
particulierement choisie parmi : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 3 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 1 a 708 de la figure 2, correspondant a la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amin6s, 

- tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence peptidique SEQ ED 
NO : 3 representee sur la figure 2, et plus particulierement toute sequence dont l'acide 
amine de rextremite arrmioterminale correspond a celui situe en l'une des positions 1 
a 58 de SEQ ID NO : 3, et dont l'acide amine de l'extremite" carboxytenninale 
correspond a celui situ6 en l'une des positions 495 a 708 de SEQ ID NO : 3, 
notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 5 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 708 de SEQ ID NO : 3, correspondant a la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de proline mature de 651 acides amines, 

. la sequence SEQ ID NO : 7 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 495 de SEQ ED NO : 3, correspondant a un fragment de 438 acides 
amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii 
representee sur la figure 2, 
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. la sequence SEQ ID NO : 9 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 588 de SEQ ID NO : 3, correspondant a un fragment de 531 acides 
amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas' reinhardtii 
representee sur la figure 2, 

- ou une sequence peptidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, et ayant la propriete de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite sequence peptidique derivee ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avantageusement d'au moins environ 80%, avec la sequence ou 
fragment peptidique susmentionnes, 

la propriete que possede la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ou un 
fragment ou une proteine derivee de cette derniere tels que defrnis ci-dessus, de 
pouvoir s'associer aux grains d'amidon, pouvant etre mesuree selon la methode 
decrite ci-dessus. 

L 1 invention a plus particulierement pour objet tout polypeptide de fusion tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce que le polypeptide d'interet est choisi parmi les 
peptides biologiquement actifs, notamment les peptides d'interet therapeutique ou 
utilisables dans le domaine agroalimentaire. 

L' invention concerne egalement tout polypeptide de fusion tel que defini ci- 
dessus, caracterise en ce que le polypeptide d'interet est choisi parmi les enzymes 
susceptibles de transformer l'amidon, telles que les enzymes interagissant avec les cc- 
glucanes dont les hydrolases di verses, les phosphorylases, les a- 1,4 
glucanotransferases, les enzymes de branchement, les amylases, et notamment les 
hydrolases thermqstables issues de bacteries extremophiles telles que les 
archaebacteries actives a des temperatures superieures a 40 9 G. 

L T invention a egalement pour objet tout polypeptide de fusion tel que defini ci- 
dessus, caracterise en ce qu'il comprend un site de clivage, tel que decrit ci-dessus, 
place entre d'une part l'amidon-synthetase, ou une proteine derivee de cette derniere, 
et, d r autre part, le polypeptide d'interet. 

L'invention concerne egalement les cellules veg6tales transferases 
gen6tiquement, contenant une ou plusieurs sequences nucldotidiques recombinantes 
telles que decrites ci-dessus, integrees dans leur genome ou maintenues de maniere 
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stable dans leur cytoplasme, lesdites cellules vegetales etant choisies parmi les cellules 
de plantes, d'algues ou de micro-algues, capables de fabriquer de 1'amidon. * 

L'invention vise egalement les cellules vegetales transgeniques telles que decrites 
ci-dessus contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion definis ci-dessus au sein des 
grains d'amidon contenus dans lesdites cellules vegetales. 

L ; invention a plus particulierement pour objet les cellules vegetales 
transgeniques susmentionnees, transformees avec une sequence nucleotidique 
recombinante contenant la sequence nucleotidique de l'ADNc d' environ 2900 a 3100 
paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de 1'extremite 3* sont representees 
sur la figure 1, ladite sequence nucleotidique codant pour " la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, ou contenant un fragment ou une 
sequence derivee tels que decrits ci-dessus de l'ADNc susmentionne. 

L* invention concerne plus particulierement encore les cellules vegetales 
transgeniques susmentionnees, transformees avec : 

- la sequence nucleotidique de l'ADNc represents sur la figure 2, ladite 
sequence nucleotidique codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence nucleotidique representee 
sur la figure 2, 

- ou une sequence nucleotidique derivee, telle que definie ci-dessus, des 
sequences nucleotidiques susmentionnees, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d'hybridation definies ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet les plantes, algues ou micro-algues 
transformees genetiquement, ou parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, 
racines, semences, ou fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, comprenant 
au moins une sequence nucleotidique recombinante telle que d6finie ci-dessus integree 
dans le genome ou maintenue de maniere stable dans le cytoplasme des cellules les 
composant. 

^invention vise egalement les plantes, algues ou micro-algues transform6es 
genetiquement, ou parties, ou fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, tels 
que definis ci-dessus, contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que decrits 
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ci-dessus au sein des grains d'amidon contenus dans les cellules vegetales les 
composant. 

Paimi les plantes, algues ou micro-algues transfonnees dans le cadre de la 
presente invention, on peut citer principalement ie ble, le mais, la pomme de terre, le 
riz, l'orge, l'amarante, les algues du genre Chlamydomonas, notamment 
Chlamydomonas reinhardtii, les algues du genre Chlorella, notamment Chlorella 
vulgaris, ou les algues unicellulaires du genre Dunaliella (telles que decrites dans 
l'ouvrage "Dunaliella : Physiology, Biochemistry, and Biotechnology (1992), 
Mordhay Avron and Ami Ben-Amotz Editeurs, CRC Press Inc., Boca Raton, Florida, 
USA"). 

L 1 invention a plus particulierement pour objet les plantes, algues ou micro- 
algues trans geniques susmentionnees, transfonnees avec une sequence nucleotidique 
recombinante contenant la sequence nucleotidique de l'ADNc d'environ 2900 a 3100 
paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de rextremite 3* sont representees 
sur la figure 1, ladite sequence nucleotidique codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, ou contenant un fragment ou une 
sequence derivee tels que decrits ci-dessus de l'ADNc susmentionne. 

L f invention concerne plus particulierement encore les plantes, algues ou micro- 
algues trans geniques susmentionnees, transfonnees avec : 

- la sequence nucleotidique de l'ADNc represente sur la figure 2, ladite 
sequence nucleotidique codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence nucleotidique representee 
sur la figure 2, 

- ou une sequence nucleotidique derivee, telle que definie ci-dessus, des 
sequences nucleotidiques susmentionnees, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d^ybridation definies ci-dessus. 

L ! invention concerne 6galement les grains d'amidon caracterises en ce qu ! ils 
comprennent un ou plusieurs polypeptides de fusion definis ci-dessus, lesdits grains 
d ! amidon etant encore designes par Texpression "grains d'amidon transformes" ou 
"glucosomes". 
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L'invention a plus particulierement pour objet les grains d'amidon 
susmentionnes coinprenant lin polypeptide de fusion defini ci-dessus, ledit polypeptide 
de fusion contenant la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d' environ 640 a 680 
acides amines decrite ci-dessus, dont I'extremite aminoterminale correspond a 
l'enchainement d' acides amines suivant : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV, ou 
ALDIVM V A AE V AP WSKTGGLGD V , et I'extremite carboxyterminale correspond a 
Tenchainement d'acides amines represente sur la figure 1, ou un fragment ou un 
polypeptide derive tels que decrits ci-dessus de la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii. 

L 1 invention concerne plus particulierement les grains d'amidon susmentionnes 
comprenant un polypeptide de fusion d6fini ci-dessus, ledit polypeptide de fusion 
contenant la sequence delimitee par les acides amines situes aux positions 1 a 708 de 
la figure 2, codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii sous forme de pre- 
proteine de 708 acides amines, ou tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence 
peptidique representee sur la figure 2, notamment toute sequence dont l'acide amine 
de I'extremite aminoterminale correspond a celui situe en Tune des positions 1 a 58 de 
la figure 2, et dont l'acide amine de Textremite carboxyterminale correspond a celui 
situe en l'une des positions 495 a 708 de la figure 2, tel que les fragments mentionnes 
ci-dessus 

Avantageusement, les grains d'amidon susmentionnes sont caracterises en ce 
qu'ils ont un diametre compris entre environ 0,1 et quelques dizaines de ^m, et en 
ce que la proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains est comprise 
entre environ 0,1 % et 1 %. 

L'invention a egalement pour objet toute composition phannaceutique 
caracterisee en ce qu'elle comprend des grains d'amidon transformes tels que definis 
ci-dessus, le cas echeant en association avec un vehicule pkysiologiquement 
acceptable, lesdits grains contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que 
definis ci-dessus, le peptide d'interet dans lesdits polypeptides de fusion possedant un 
effet therapeutique determine. 

Avantageusement les compositions pharmaceutiques susmentionnees de 
T invention se presentent sous une forme administrable par voie parentSrale, 
notamment par voie intrayeineuse, ou sous une forme administrable par voie orale. 
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De preference, les compositions phaimaceutiques susmentionnees administrables 
par voie parenterale, sont caracterisees en ce que le diametre des grains d'amidon est 
compris entre environ 0,1 fim et plusieurs jan, notamment entre environ 0,1 fim et 
10 /zm, et en ce que la proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains 
est comprise entre environ 0,1 % et 1 % . 

Des grains d'amidon tels que decrits ci-dessus dont les faibles diametres sont 
compris entre environ 0,1 ^m et environ 10 jim, et dans lesquels la proportion en 
poids des polypeptides de fusion est comprise entre environ 0,1 % et 1 %, sont 
avantageusement obtenus : 

- a partir de plantes ou cellules de plantes transformees dans le cadre de la 
presente invention et choisies pour leur propriete a produire naturellement les grains 
d'amidon susmentionnes, lesdites plantes etant choisies notamment parmi le riz, 
l'amarante, 

- ou a partir de parties de plantes transformees dans le cadre de la presente 
invention, lesdites parties de ces plantes produisant naturellement les grains d'amidon 
susmentionnes, telles que les feuilles des plantes, 

- ou a partir de plantes ou cellules de plantes transformees dans le cadre de la 
presente invention, ces plantes etant choisies parmi des plantes comportant des 
mutations telles qu'elles produisent des grains d'amidon de faibles diametres 
susmentionnes, notamment a partir des plantes mutantes decrites dans Buleon A. et 
al., 1998, 

- ou a partir de plantes ou cellules de plantes transformees dans le cadre de la 
presente invention, ces plantes etant choisies parmi des plantes transformees a l'aide 
de sequences nucleotidiques antisens de tout ou partie du gene codant pour l'ADP- 
glucose pyrophosphorylase necessaire k la synthese d'ADP-glucose dans les cellules 
vegetales, notamment a partir des plantes transformees decrites dans 1' article de 
Muller-Rober B. et al., 1992. 

Avantageusement, dans le cas de compositions pharmaceutiques susmentionnees 
administrables par voie parenterale, les grains d'amidon sont de preference choisis 
parmi ceux de structure amorphe dans le cas ou Ton souhaite obtenir une liberation 
rapide du polypeptide de fusion qu'ils contiennent dans le sang du patient, ou, au 
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contraire parmi ceux de structure cristalline lorsque Yon souhaite liberer 
progressivement le polypeptide de fusion dans le sang. 

A titre d' illustration, des grains d'amidon amorphes peuvent etre obtenus a 
partir de sentences transferases selon 1' invention en phase de germination, ou a partir 
de plantes mutantes particulieres telles que decrites par Shannon J. et Garwood D., 
1984, notamment a partir des cultivars mutants tels que "amylose extender" du mais 
ou encore tous les cultivars mutants de plantes, algues ou micro-algues dont l'amidon 
est enrichi en amylose. 

Les grains d'amidon selon T invention de structure cristalline, presenters 
avantageusement environ 30 a 35% de cristaux, et peuvent etre obtenus a partir de 
semences de plantes, notamment de cereales, venant d'etre recoltees et a maturite, ou 
a partir de plantes mutantes telles que decrites par Shannon J. et Garwood D., 1984, 
notamment a partir des cultivars mutants tels que "waxy" du mais ou encore tous les 
cultivars mutants de plantes, algues ou micro-algues dont l'amidon est depourvu 
d'amylose. 

L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que 
definis ci-dessus, le cas echeant en association avec un vehicule physiologiquement 
acceptable, le peptide d'interet dans lesdits polypeptides de fusion possedant un effet 
th6rapeutique determine. 

L' invention concerne egalement toute composition alimentaire caracterisee en ce 
qu'elle comprend des grains d'amidon transformes tels que definis ci-dessus, lesdits 
grains contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que definis ci-dessus, le 
peptide d'interet dans lesdits polypeptides de fusion etant utilisable dans le domaine 
agroalimentaire. 

L 1 invention a egalement pour objet toute composition alimentaire telle que 
decrite ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs polypeptides de 
fusion tels que definis ci-dessus, le peptide d'interet dans lesdits polypeptides de 
fusion etant utilisable dans le domaine agroalimentaire. 

La presente invention concerne egalement tout procede d'obtention de cellules 
vegetales (de plantes, algues ou micro-algues), et, le cas echeant de plantes, algues ou 
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micro-algues entieres, transformees par au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, de maniere a integrer dans le genome de 
ces cellules, ou a maintenir de maniere stable dans leur cytoplasme, une ou plusieurs 
sequences nucleotidiques recombinantes selon Pinvention, et mise en culture in vitro de 
ces cellules transformees, 

- le cas echeant, Pobtention de plantes transformees a- partir des cellules 
transformees susmentionnees. 

Selon un mode de realisation du precede susmentionne de Pinvention, la 
transfonnation de cellules vegetales peut etre realisee par transfer! de la sequence 
nucleotidique recombinante de Pinvention dans les protoplastes, notamment apres 
incubation de ces derniers dans une solution de polyethylene glycol (PEG) en presence 
de cations divalents (Ca 24 ~) selon la methode decrite dans Particle de Krens et aL 9 1982. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
electroporation notamment selon la methode decrite dans Particle de Fromm et al. 9 
1986. 

La transfonnation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a tres grande vitesse, de particules 
metalliques recouvertes de sequences nucleotidiques recombinantes selon Pinvention, 
delivrant ainsi des genes a Pinterieur du noyau cellulaire, notamment selon la technique 
decrite dans Particle de Sanford, 1988. 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la micro- 
injection cytoplasmique ou nucleaire telle que decrite dans Particle de De La Penna et 
al. 9 1987. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du procede susmentionne 
de Pinvention, les cellules vegetales sont transformees par mise en presence de ces 
dernieres avec un hote cellulaire transforme par un vecteur selon Pinvention, tei que 
decrit ci-dessus, ledit hote cellulaire etant suscesptible d'infecter lesdites cellules 
vegetales en permettant Pintegration dans le genome ou le maintien de maniere stable 
dans le cytoplasme de ces dernieres, des sequences nucleotidiques recombinantes de 
Pinvention initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, Phdte cellulaire susmentionne utilise est Agrobacterium 
tumefaciens, notamment selon les methodes decrites dans les articles de Bevan, 1984 et 
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d ! An et al, 1986, ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la methode 
decrite dans Tartiele de Jouanin et aL, 1987. 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre transformees dans le cadre de la 
presente invention, on peut citer principalement les cellules de ble, mais, pomme de 
terre, riz, orge, amarante, Chlamydomonas reinhardtii, Chorella vulgaris. 

Selon un mode de realisation du precede susmentionne de l'invention, les cellules 
vegetales transformees selon l'invention, sont cultivees in - vitro, notamment en 
bioreacteurs selon la methode decrite dans 1' article de Brodelius, 1988, en milieu 
liquide, ou selon la methode decrite dans l'article de Brodelius et ah, 1979, sous forme 
immobilisees, ou encore selon la methode decrite dans l'article de Deno et al, 1987, 
procedant par culture de racines transformees in vitro. 

Selon un mode de realisation prefere du procede susmentionne de l'invention, la 
transformation de cellules vegetales est suivie par une etape d'obtention de plantes 
transformees par mise en culture desdites cellules transformees dans un milieu 
approprie, et, le cas echeant, fecondation et recuperation des semences des plantes 
obtenues a 1'etape precedente, et mise en culture de ces semences pour l'obtention de 
plantes de generation suivante. 

Les semences transformees selon l'invention sont recoltees a partir de plantes 
transformees susmentionnees, ces plantes etant soit celles de la generation TO, a savoir 
celles obtenues a partir de culture de cellules transformees de l'invention sur un milieu 
approprie, soit avantageusement celles des generations suivantes (Tl, T2 etc.) obtenues 
par autofecondation des plantes de la generation precedente et dans lesquelles les 
sequences nucleotidiques recombinantes de 1'invention se reproduisent selon les Iois de 
Mendel, ou les lois de Theredite extrachromosomique. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation de grains d'amidon 
transformes tels que decrits ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend une etape 
d' extraction des grains d'amidon a partir de cellules vegetales transformees ou de 
plantes, ou de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments 
de ces plantes, transformees susmentionnees, notamment par sedimentation dans les 
conditions decrites ci-apres. 

De preference, les grains d'amidon selon l'invention sont tels qu'obtenus par 
extraction a partir de plantes, algues ou micro-algues, transformees decrites ci-dessus, 
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ou a partir de parties, ou de fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, definies 
ci-dessus, notamment par sedimentation dans les conditions decrites ci-apres. ' 

Les plantes transformees utilisees pour la recuperation des grains d'amidon sont 
celles de la generation TO, ou avantageusement celles des generations suivantes (Tl, T2 
etc.) susmentionnees. 

L' invention concerne egalement un procede" de preparation de polypeptides de 
fusion tels que definis ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend une etape de 
recuperation, et le cas echeant de purification, des polypeptides de fusion a partir des 
grains d'amidon transformes susmentionnes, notamment dans les conditions decrites 
ci-apres. 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un peptide 
d'interet caracterise en ce qu'U comprend la mise en oeuvre d'un procede tel que 
decrit ci-dessus d'obtention de cellules vegetales ou de plantes transformees selon 
rinvention, ledit procede etant effectue par transformation de cellules vegetales avec 
des sequences nucleotidiques susmentionnees codant pour un polypeptide de fusion 
contenant un site de clivage tel que decrit ci-dessus, et comprend une 6tape 
supptementaire de clivage dudit polypeptide de fusion, a I'aide d'un reactif approprie, 
puis, le cas echeant, une etape de purification du polypeptide d'interet. 

L'invention concerne egalement un procede de biotransformation de grains 
d'amidon caracterise' en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- transformation de cellules vegetales telles que definies ci-dessus a I'aide de 
cellules hotes decrites ci-dessus contenant une ou plusieurs sequences nucleotidiques 
codant pour des enzymes susceptibles de transformer l'amidon .susmentionnees, 

- obtention de plantes, algues ou micro-algues transformees de maniere a ce que 
leur genome contienne une ou plusieurs sequences nucleotidiques decrites ci-dessus, 
par culture in vitro des cellules vegetales transformees susmentionnees, 

- le cas echeant, fecondation et recuperation des semences des plantes obtenues a 
l'6tape precedente, et mise en culture de ces semences" pour l'obtention de plantes de 
generation suivante, 

- extraction des grains d'amidon a partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transformees susmentionnees, notamment par 
sedimentation dans les conditions decrites ci-apres, 



WO 00/71734 




PCT/FR00/01384 



- le cas echeant, chauffage desdits grains d'amidon a une temperature a laquelle 
le peptide d'interet du polypeptide de fusion susmentionne est susceptible d'etre actif. 

De preference, lorsque les procedes deer its ci-dessus sont "realises par 
transformation de cellules de plantes, ces dernieres sont transfonnees avec des 
sequences recombinantes susmentionnees contenant la sequence nucleotidique de 
1'ADNc d' environ 2900 a 3100 paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de 
l'extremite 3' sont representees sur la figure 1, ladite sequence nucleotidique codant 
pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, et plus 
particulierement avec des sequences recombinantes susmentionnees contenant la 
sequence nucleotidique representee sur la figure 2, ou contenant un fragment ou une 
sequence derivee tels que decrits ci-dessus de la sequence nucleotidique representee 
sur la figure 2. L f utilisation de telles sequences recombinantes contenant la sequence 
nucleotidique codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, 
permet avantageusement d'eviter 1' apparition de phenomenes de co-suppression chez 
les plantes transfonnees ainsi obtenues. 

L' invention a egalement pour objet un precede de preparation d'anticorps 
reconnaissant specifiquement une amidon synthetase liee au grain d'amidon, d'une 
plante, algue ou micro-algue determinee, par immunisation d'un animal, notamment 
d'un lapin, avec de l'amidon provenant de ladite plante, algue ou micro-algue. 

A ce titre, 1' invention a plus particulierement pour objet un procede de 
preparation d'anticorps reconnaissant specifiquement la GBSSI, d'une plante, algue ou 
micro-algue determinee, par immunisation d f un animal, notamment d'un lapin, avec 
de l'amidon provenant de ladite plante, algue ou micro-algue. 

L'invention a plus particulierement pour objet encore un procede de preparation 
d'anticorps reconnaissant specifiquement une isoforme de GBSS autre que la GBSSI, 
d'une plante, algue ou micro-algue determinee, par immunisation d'un animal, 
nota mm ent d'un lapin, avec de ramidon provenant de ladite plante, algue ou micro- 
algue comportant une mutation telle que T expression de la GBSSI est reprimee, par 
exemple une mutation choisie panni les suivantes : sta2-29::ARG7 chez 
Chlamydomonas reinhardtii (decrite par Delrue et aL, 1992, susmentionn6) f amf chez 
la pomme de terre (decrite par Hovenkamp-Hermelink et al 9 1987 , susmentionn6), 
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wx chez le mais, le riz et le ble (decrite par TsaL, 1974, susmentionne), lam chez le 
pois (decrite par Denyer et 'aL, 1995 \ susmentionne). 

L' invention a egalement pour objet un procede d'obtention de I'amidon 
synthetase, telle que la GBSS, et plus particulierement pour l'isoforme GBSSI, d'une 
plante, algue ou micro-algue determinee, par criblage d'une banque d 1 ADNc preparee 
a partir de cellules de ladite plante, algue ou micro-algue determinee, susceptibles de 
contenir cette enzyme, a Taide d'un antiserum contenant des ariticorps reconnaissant 
specifiquement ladite enzyme codee par un ou plusieurs ADNc de la banque, lorsque 
ladite enzyme est exprimee par un vecteur de clonage approprie, ledit antiserum etant 
obtenu selon le procede susmentionne. 

L f invention concerne egalement les sequences nucleotidiques codant pour une 
amidon-synthetase, ou pour une proteine derivee, choisies parmi : 

- la sequence nucleotidique de TADNc represente sur la figure 2, correspondant 
a SEQ ID NO : 1 dans la liste de sequences ci-apres, ladite sequence nucleotidique 
codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- tout fragment tel que defini ci-dessus de la sequence nucleotidique SEQ ID 
NO : 1 representee sur la figure 2, et plus particulierement toute sequence dont le 
nucleotide de rextremite 5' correspond a celui situe en 1'une des positions 1 a 186 de 
SEQ ID NO : 1, et dont le nucleotide de rextremite 3' correspond a celui situe en 
Tune des positions 1499 a 3117 de SEQ ID NO : 1, notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 2 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 15 a 2138 de SEQ ID NO : 1, codant pour la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amines (SEQ ID NO : 3) 
delimitee par les acides amines situes aux positions 1 et 708 de la sequence peptidique 
representee sur la figure 2, 

.la sequence SEQ ED NO : 4 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 186 a 2138 de SEQ ED NO : 1, codant pour la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de proteine mature de 651 acides amines SEQ ID NO : 5) 
delimitee par les acides amines situes aux positions 58 et 708 de la sequence 
peptidique representee sur la figure 2, 

. la sequence SEQ ID NO : 6 delimitee par les nucleotides situ6s aux 
positions 186 a 1499 de SEQ ID NO : 1, codant pour un fragment de 438 acides 
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amines (SEQ ID NO : 7) delimite par les acides amines situes aux positions 58 et 495 
de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii representee sur 
la figure 2, 

. la sequence SEQ ID NO : 8 delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 186 a 1778 de SEQ ID NO : 1, codant pour un fragment de 531 acides 
amines (SEQ ID NO : 9) delimite par les acides amines situes aux positions 58 et 588 
de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii representee sur 
la figure 2, 

- ou une sequence nucleotidique derivee par degenerescence du code genetique 
des sequences nucleotidiques susmentionnees, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, 

- ou une sequence nucleotidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique derivee de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou derivee d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, et ayant la propriete de s'associer aux grains 
d'amidon, ladite sequence nucleotidique derivee ayant de preference une homologie 
d'au mo ins environ 50 %, et de preference d'au mo ins environ 70 %, avec la 
sequence ou fragment nucleotidique susmentionnes, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d' hybridation definies ci-dessus. 

L ! invention a egalement pour objet les polypeptides choisis panni : 

- la sequence peptidique SEQ ID NO : 3 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 1 & 708 de la figure 2, correspondant a la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amines, 

- tout fragment tel que d^fini ci-dessus de la sequence peptidique SEQ ED 
NO : 3 representee sur la figure 2, et plus particulierement toute sequence dont 1'acide 
amine de l'extremite aminoterminale correspond a celui situe en Tune des positions 1 
k 58 de SEQ ID NO : 3, et dont Tacide amind de rextremite carboxyterminale 
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correspond a celui situe en l'une des positions 495 a 708 de SEQ ED NO : 3, 
notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 5 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 708 de SEQ ID NO : 3, correspondant a la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de proteine mature de 651 acides amines, 

. la sequence SEQ ID NO : 7 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 495 de SEQ ID NO : 3, correspondant a un fragment de 438 acides 
amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii 
representee sur la figure 2, 

. la sequence SEQ ID NO : 9 delimitee par les acides amines situes 
aux positions 58 a 588 de SEQ ED NO : 3, correspondant a un fragment de 531 acides 
amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii 
representee sur la figure 2, 

- ou une sequence peptidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, et ayant la propriete de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite sequence peptidique derivee ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avantageusement d'au moins environ 80%, avec la sequence ou 
fragment peptidique susmentionnes, 

la propriete que possede la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ou un 
fragment ou une proteine derivee de cette derniere tels que definis ci-dessus, de 
pouvoir s'associer aux grains d , amidon, pouvant etre mesuree selon la methode 
decrite ci-dessus. 

L' invention a egalement pour objet les anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, 
diriges contre les polypeptides susmentionnes. 

L' invention sera da vantage illustree a l'aide de la description detaillee qui suit 
du clonage du gene codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, et de 
l'obtention de grains d'amidon transformes contenant un polypeptide de fusion avec 
ladite GBSSI, ainsi qu'a l'aide de la figure 1 representant la sequence nucl6otidique et 
la sequence proteique deduite de r insert ADNc du clone CD 142 codant pour la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii. (la sequence soulignee correspond a une des trois 
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regions hauternent conservees a travers toutes les amidon- et glycogene- synthetases et 
intervient probablement dans la fixation du substrat ADP-glucose). 

I) Clonage des sequences d'ADNc (ADN coraplementaire) et d'ADNg (ADN 
genomique) correspondant au gene de structure de la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardlii. 

A) Clonage de l'ADNc 
La strategic developpee afin de doner TADNc correspondant au gene de 
structure de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii fait appel au criblage d'une 
banque d'expression a Taide d'un antiserum polyclonal. L'antiserum est capable de 
reconnaitre une sequence polypeptidique codee par un ADNc exprime depuis un 
vecteur de clonage adequat. 

a) Production de l'antiserum 
Afin de produire un antiserum susceptible de reconnaitre specifiquement la 
GBSSI de C. reinhardtii, Tamidon provenant de la souche sauvage (137C) a ete 
injecte a trois reprises a un lapin hybride neo-zelandais albinos. Lors d'une experience 
similaire, c'est Tamidon residuel d'une souche double mutante aux loci STA2 et STA3 
(IJ2) qui a ete injecte au lapin dans les memes conditions. 

Protocoles detailles : 

- Genotypes des souches de C. reinhardtii : 
137C : rrit- nitl nit2 

U2 : mt~ nitl nitl sta2-29::ARG7 sta3-l 
La souche 137C constitue la souche de reference pour toutes les etudes du 
metabolisme de ramidon effectuees chez C. reinhardtii. La souche U2 a ete 
entierement d^crite par Maddelein et coll. en 1994. Dans cette souche double mutante 
aux loci STA2 et STA3, les activites GBSSI et SSII sont simultanement absentes. La 
mutation au locus STA2 a 6t6 gen6ree par interruption genique a Taide du plasmide 
pARG7 (Maddelein et coll., 1994) et conduit a la disparition totale de la GBSSI du 
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grain d'amidon, alors que l'allele mutant du gene STA3 a ete engendre par mutagenese 
aux rayons X (Fontaine et coll., 1993). 

- Conditions de culture, extraction et pu rification de I'atnirinn • i es cellules sont 
mises en culture pendant 3 jours dans le milieu TAP en lumiere continue (3000 lux) a 
partir d'un inoculum de 5xl0 4 cellules/ml. La culture principale est stoppee alors que 
la concentration cellulaire aneint environ 2xl0 6 cellules/ml. 

Composition du milieu TAP (valeurs pour un litre de milieu) : 

NH4CI 0,40 g ZnS0 4 .7H 2 0 22 mg 

Tris 2,40 g H3BO3 ll,4mg 

KH2PO4 0,32 g MnCl 2 .4H 2 0 5,1 mg 

K 2HP0 4 1,47 g FeS0 4 .7H 2 0 4,2 mg 

CaCl 2 .2H 2 0 0,05 g M0O3 1 8 mg 

MgS0 4 .7H 2 0 0,30 g CoCl 2 .6H 2 0 l^mg 

EDTA 50 mg Cu0 4 .5H 2 0 1,6 mg 

Le pH du milieu est ajuste a 7 par de l'acide acetique glacial 



Le milieu TAP-N presente la meme composition de base, mais ce milieu se 
distingue du premier par l'absence d'azote apporte sous forme de chlorure 
d'ammonium, remplace par le chlorure de sodium a la meme concentration ; c'est 
dans ces conditions de culture que les cellules accumulent une quantite d'amidon 
representant jusqu'a vingt fois celle de cellules cultivees en milieu TAP. Dans ce cas, 
la culture est menee pendant 5 jours en lumiere continue a partir d'une culture 
inoculee a 5xl0 5 cellules/ml. 

Les cellules sont ensuite concentrees par centrifugation a 2-4xl0 8 cellules/ml 
(tampon Tris/ac6tate pH 7,5 50 mM ; EDTA 10 mM ; DTT 2,5 mM) puis soumises a 
Taction de la presse de French a 10000 psi. L'extrait obtenu en sortie de presse est 
centrifuge a 5000 g pendant 15 min a 4°C. Le culot qui contient l'amidon est rernis en 
suspension dans un volume d'eau, auquel sont rajoutes neuf volumes de Percoll 
(Pharmacia, Uppsala, Suede) avant d'etre centrifuge a 10000 g pendant 30 rnin a 4°C. 
Le Percoll forme un gradient de densite" lors de la centrifugation. L'amidon qui est 
tres dense (sa densite est de 1,3 a 1,5) sedimente au fond du tube alors que les lipides 
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et autres debris cellulaires de faible densite forment une « capsule » a la surface du 
gradient de Percoll. Le culot d'amidon est ensuite rince trois fois par de 1'eau 
desionisee puis conserve a 4°C apres Tavoir debarrasse du dernier surnageant de 
rin?age. 

- Conditions d' immunisation du lapin. prelevement et preparation de 
1' antiserum : le lapin utilise lors de cette experience est un lapin hybride neo-zelandais 
albinos. Trois injections successives espacees de trois semaines ont ete effectuees avec 
20 mg d'amidon purifie en suspension dans 500 fxl d'eau. A cette suspension, sonl 
rajoutes 500 /xl de l'adjuvant de Freud standard. Le sang du lapin a ete prelevd 3 
semaines apres Tultime injection. Le serum est prepare par simple centrifugation du 
sang apres 24 heures de coagulation a 4°C. Les antisera generes par les injections des 
amidons des souches 137C et IJ2 sont identifies par les denominations « antiserum 
SA137C » et « antiserum SAD2 » respectivement Hans ce qui suit. 

b) Preparation et criblage de la banque d'ADNc 
La banque d'ADNc a ete produite a partir des ARNm purifies de la souche 
sauvage de C. reinhardtii. C'est le vecteur d'expression X ZAP qui a ete utilise 

Protocoles detailles : 

- Preparation des ARN totaux de C. reinhardtii : cette methode est une 
adaptation de celle utilisee pour extraire les ARN des feuilles d'Arabidopsis thaliana. 
Les cellules d'une culture de 1-2 x 10 6 cellules/ml sont recoltees par centrifugation a 
3500 g pendant 15 min a 4°C. Les cellules sont ensuite ireparties en aliquotes d'un 
volume d'envircm '200 /xl. A ce stade, les cellules sont congelees dans l'azote liquide et 
peuvent etre conservees a -80°C pour plusieurs mois. A ces 200 ^1 de cellules 
congelees sont ajoutes 400 ^1 du tampon « Z6 » de composition suivante : 



Tampon Z6 : MES/NaOH pH 7,0 20 mM 

EDTA 20 mM 

Guanidine-HCl 6 M 

p-mercaptoethanol 100 pM. 



Le melange est tres fortement.agite pendant plusieurs minutes, puis 400 ^1 du 
melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25v/24v/lv) sont additionn6s et le 
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melange est de nouveau fortement agite pendant plusieurs minutes. Le tout est 
centrifuge a 13000 g pendant 10 min a 4°C. Apres avoir recupere puis estime le 
volume du surnageant, on y ajoute 1/20 de volume d'acide acetique a 1 M ainsi que 
0,7 volumes d'ethanol 100%. On laisse le temps aux acides nucleiques de precipiter a 
-20 °C pendant au mo ins 30 min. Apres centrifugation a 13000 g pendant 15 min a 
4°C, le culot est resuspendu dans 400 fil d'acetate de sodium a 3 M pH 5,6 puis 
centrifuge 10 min a 13000 g a 4°C. Le culot est alors rince deux fois avec de l'ethanol 
a 70%, seche et enfin dissout dans 50 d'eau traitee au DEPC. La quantite d'acides 
nucleiques est estimee au spectrophotometre a 260 nm (DO 260 = 1 equivaut a environ 
40 fig/ixA d'acides nucleiques). 

- Construction d'une banque d'ADNc dans le vecteur X ZAP : les ARN dotes 
d'une queue polyA (les ARNm en particulier) sont isoies de la preparation d'ARN 
totaux grace au kit « polyATtract mRNA isolation systems » commercialise par 
Promega (Madison, WI, USA). La synthese des ADNc, la ligation dans le vecteur 
ZAP et I'empaquetage dans les capsides sont effectues avec l'aide du kit « cDNA 
synthesis kit, ZAP-cDNA synthesis kit and ZAP-cDNA gigapack II gold cloning kit > 
commercialise par Stratagene (La Jolla, CA, USA). Le protocole suivi correspond au 
manuel d' instruction fourni avec le kit. 

- Criblage immunologique d'une banque d'ADNc dans un vecteur d'expression : 
le criblage de la banque d'expression d'ADNc X ZAP de C. reinhardtii a ete realise 
par l'utilisation de l'antiserum prealablement obtenu (voir supra). Environ 100000 
plaques de lyse sont etalees par la technique du Top-agar sur plusieurs boites de p6tri 
contenant du milieu de croissance bact^rien et l'antibiotique adapte. Apres 3 heures 
d'incubation a 37 °C, des filtres de nitrocellulose (Protan BA 85, Schleicher & 
Schuell, Dassel, Allemagne) prealablement plonges dans une solution d'IPTG 10 mM 
et sechds, sont appliques a la surface du Top-agar. Les boites sont a nouveau incubees 
pendant 3 heures a 37°C avant d'etre placees , 30 min k 4°C. Les filtres de 
nitrocellulose sont alors d6Iicatement retires de la surface gelos6e. Lors du criblage de 
la banque XZAP c'est la souche d'E. coli XL 1 -blue qui a ete utiiisee. Le protocole de 
revelation des filtres est alors le meme que celui utilise lors de l'6tude en Western Blot 
(voir le chapitre concernant le Western Blot). 
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Les plages de lyse positives sont soumises a deux series successives de criblage 
par le meme antiserum afin de confirmer leur caractere positif, mais aussi pour les 
purifier. Lorsqu'une plage de lyse se revele positive a la fin des trois tours de 
criblage, la sequence du plasmide pBluescript SK+ contenant r insert d'interet est 
5 excisee du phage X in vivo, C'est le phage « ExAssist helper phage » qui est utilise 

pour la cotransfection de la souche SOLR avec le phage X ZAP. On obtienr ainsi un 
phagemide qui est utilise pour 1' infection de la souche XLl-Blue MRF' conduisant a 
la restitution du plasmide double brin pBluescript SK+ porteur de l'ADNc d'interet. 

Un tel criblage mene avec rantiserum SA137C a conduit a Tobtention d'un 
10 unique clone positif apres trois tours de criblage. Nous avons denomme ce clone par 

« CD 142 ». L' insert du clone CD 142 possede une taille de 1696 pb (voir la sequence 
sur la figure 1). 

c) Analyse de la sequence de r insert du clone CD 142 
15 Lorsqu'on interroge les banques de sequences proteiques avec celle deduite du 

clone d'ADNc « CD 142 », les similitudes les plus importantes sont obtenues avec les 
GBSSI des plantes superieures. Cette premiere indication sur Torigine de cet ADNc 
est renforcee par la presence d'une extension de 119 aminoacides (environ 14 kDa) en 
position carboxy-terminale de la sequence codante, par rapport aux principals GBSSI 
20 des plantes superieures. En effet, le poids mol6culaire de la GBSSI de C reinhardxii, 

estime par SDS-PAGE, est en moyenne de 10 a 15 kDa superieur a ceux des proteines 
correspondantes chez les vegetaux. L'extension de 119 aminoacides pourrait expiiquer 
cette difference de poids moleculaire entre les GBSSI d'origines differentes. Prise 
separement, cette extension de la sequence codante ne partage aucune similitude avec 
25 d'autres types de sequences polypeptidiques deja connues. 

La presence du codon stop UAA en position 717 signale le debut d'une tres 
longue region non codante de 946 pb. Tres frequentes dans les genes nucleaires de 
Chlamydomonas, ces regions non codantes en position 3' terminate, semblent etre 
surtout destinies a stabiliser le messager. 
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B) Clonage de l'ADNg 
L'ADNg relatif au clone CD 142 a ete isole apres criblage d'une banque indexee 
d'ADNg dans des cosmides (Zhang et coll., 1994). Constmite dans' un vecteur 
cosmidique derive de c2RB, cette banque d'ADNg est contenue dans 120 plaques de 
microtitration de 96 puits. Chaque puits (sauf deux afin de faciliter r orientation de la 
plaque) contient un clone bacterien transportant un unique cosmide. L'ensemble de la 
banque represente ainsi 11280 clones dont la taille moyenne des inserts avoisine 38 
kb. Le genome nucleaire de C. reinhardtii y est done statistiquement represente 
environ quatre fois. 

Le criblage de cette banque avec une sonde correspondant au clone CD 142 a 
conduit a risolement un clone d'ADN genomique denomme 18B1. L'insert present 
dans cet unique cosmide a ete analyse plus en detail. Apres restriction par NotI puis 
hybridation avec la sonde CD 142, seule une bande d'environ 9 kb reste positive, 
indiquant que toute 1* information correspondant au clone CD 142 est presente Hans ce 
fragment. La sequence genomique correspondant au clone CD142 est presentee ci 
dessous. 

Protocoles detailles : 

- Preparation des filtres de nvlon pour le criblage : les filtres de nylon (Hybond 
N, Amersham Buchler, Braunschweig, Allemagne) sont delicatement deposes sur une 
boite de petri contenant un milieu de croissance bacterien riche supplements avec 
l'antibiotique adequat (dans le cas present, e'est rampicilline qui est utilisee). Chaque 
clone d'E. coli contenu dans la banque est alors replique. directement sur le filtre de 
Nylon a l'aide d'un appareil a replique et les boites ainsi preparees sont incubees une 
nuit a 37°C. Les filtres sont ensuite otes de la surface gelosee puis soumis au 
traitement suivant : 

(1) 2 min sur ime solution de denaturation (NaOH 0,5 M ; NaCl 1,5 M) 

(2) 2 min sur une solution de neutralisation (Tris/HjCl pH 7,0 0,5 M ; NaCl 1,5 M) 

(3) 2 min sur une solution de rin?age (tampon 2 x SSC) 

Les filtres sont finalement incubes dans une etuve a sec pendant 2 heures a 

80°C 

- Prehvbridation et hybridation des filtres : la prehybridation est effectuee dans 
le tampon d'hybridation k 42°C pendant au moins 4 heures. L'hybridation est 
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accomplie a 42 °C une nuit complete en presence de la sonde nucleotidique marquee 
par le 32 P. Le lavage de la membrane s'effectue a 60 °C dans la solution de lavage 
adaptee a la stringence que Ton veut appliquer. Le temps et la frequence de 
changement des ba i ns de lavage varient selon la stringence et les niveaux de 
radioactivite detectes sur la membrane. En general, les bains sont renouveles toutes les 
10 min et le lavage commence avec un tampon de lavage de faible stringence pour 
terminer par un tampon de plus forte stringence. Un film Kodak X-OMAT AR est 
fmalement expose aux filtres a -80 °C afin de reveler les clones positifs. 
Composition des solutions et tampons ; 

Tampon SSC x 20 : Dissoudre 175,3 g de NaCl et 88,2 g de citrate de sodium 
dans 800 ml d'eau. Ajuster le pH a 7,0 avec quelques gouttes d'une solution de NaOH 
10N. Completer avec de l'eau jusqu'a 1 litre. 

Tampon d'hybridation : 



Formamide 



50% 



Denhardt's 



x5 



SDS 



0,5% 



Tampon Phosphate de Na pH 7,0 
ADN de sperme de saumon 



100 /ig/ml 
0,5% 



50 mM 



Serum albumine bovine 



Reactif de Denhardt's x 100 (quantite pour 500 ml dans Teau) : 



Ficoll 400 10 g 

Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP40) 10 g 

BSA 10 g 



Tampon Phosphate pH 7,0 a 1 M (quantite pour 100 ml de tampon) : 
Na 2 HP0 4 1M 57,7 ml 

NaH 2 P0 4 1M 42,3 ml 



Tampons de lavage : 

faible stringence : SSC x 2 ; SDS 0,2% 

stringence moyenne : SSC x 1 ; SDS 0,5% 

forte stringence : SSC x 0,5 ; SDS 0,5% 



SSC x 0,1 ;SDS 0,5% 



# 
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- Preparation et marquage d'une sonde nucleotidique au 32 P • le fragment servant 
de sonde nucleotidique est generalement insere dans le site de clonage multiple d'un 
plasmide bacterien. II est done d'abord necessaire de le digerer," avec les 
endonucleases de restriction adequates puis de separer le fragment d'interet du reste 
du plasmide par electrophorese sur gel d'agarose 1% tamponne avec du tampon TAE 
x 1. La bande correspondant au fragment d'interet est ensuite decoupee du gel et 
l'extraction de l'ADN effectuee avec le kit « The GENECLEAN II Kit » 
commercialise par BIO 101 Inc. (La Jolla, CA, USA). Le morceau d'agarose est tout 
d'abord dissout dans une solution d'iodure de sodium 6 M. Lorsque la dissolution est 
achev<§e, les molecules d'ADN sont alors captees par une matrice de silice d6nommee 
« Glassmilk ». Les molficules d'ADN en presence de l'agent chaotropique Nal 
s'adsorbent specifiquement sur les billes de silice. Apres avoir elimine les sels et 
l'agarose dissout, les molecules d'ADN sont eluees des billes de silices en presence 
d'eau sterile. 

Le marquage d'une sonde nucleotidique au 32 P est menee a bien grace au kit 
« Random primed DNA labelling kit » de Boehringer (Mannheim, Allemagne). Le 
principe est 1'amorcage al6atoire de la reaction d'elongation par l'ADN polymerase de 
Klenow par utilisation d'un melange d'hexanucleotides representant toutes les 
combinaisons de sequences possibles. L' incorporation de l'element radioactif 
s'effectue a partir de [a- 32 P]-dCTP (3000 Ci/mmol) dont 50 fid sont utilisees pour 
chaque reaction de marquage. La sonde radiomarquee est fmalement ajoutee a la 
solution d'hybridation apres denaturation a 95 °C pendant 4 min. 

C) Le locus STA2 chez C. reinhardtii represente le gene de structure de la 
GBSSI 

L' analyse qui suit demontre de maniere formelle que le gene STA2 de C. 
reinhardtii correspond au gene de structure de la GBSSI et que le clone CD 142 
represente un ADNc issu de ce locus. En effet, des analyses de restriction de l'ADN 
genomique diger6 par 1'endonuclease BamHI revelent une modification profonde du 
profil de restriction dans la souche BAFRl mutante au locus STA2 g6n6r6e par 
interruption genique (Delrue et coll. 1992). La meme modification est aussi observ^e 
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dans la souche IJ2 double mutante aux loci STA2 et STA3 que Maddelein et coll. (1994) 
ont genere par croisement de la souche BAFR1 avec une souche mutante sta3-L 

De plus, cette modification du profil de restriction dans la descendance 
meiotique de la souche IJ2 fiisionnee a la souche de C smithii « CS9 » a pu etre suivie 
5 dans le croisement suivant : 

CS9 X 111 

(G smithii) (G reinhdrdtii) 

+/+ sta2-29::ARG7/sta3-l 

10 +/+ 25% 

sta2-29::ARG7Ista3-\ 25% descendance 

sta2-29::ARG7f+ 25% meiotique 

+/rtaJ-l 25% 

15 352 segregeants issus de ce croisement ont ete purifies, amplifies et leur 

phenotype d' accumulation d'amidon analyse. 54 recombinants meiotiques ont fait 
Tobjet d'une analyse de restriction dont 21 de genotype sta2-29::ARG7l '+ , 19 de 
genotype +fsta3-l et 14 sauvages. En ce qui concerne les 21 segregeants de genotype 
sta2-29::ARG7I + leur profil de restriction, obtenu par digestion avec BamHI et 

20 hybrid^ avec la sonde CD 142, presente toujours la meme modification que la souche 

parentale IJ2. On en deduit done que le gene STA2 et la sonde CD 142 sont tres 
fortement lies genetiquement. II n*y a maintenant plus de doute quant a la nature du 
clone CD 142 qui represente le gene de structure de la GBSSI (le locus STA2). 
Protocoles detailles : 

25 Realisation des croisements : avant de realiser la fusion de cellules de pofarites 

sexuelles opposees, il est necessaire de les mettre dans un etat propice a leur fusion. 
Ainsi les cellules- doivent d'abord etre differenciees en gametes avant qu'elles ne 
soient mises en contact direct. La gam6togenese est induite chez Chlamydomonas en 
soumettant les cellules a une carence azotee et en presence d'une source lumineuse 

30 intense (5000 lux). Pour cela des cellules fraiches cultivees sur milieu gelose riche 

(culture de moins de 5 jours) sont mises en suspension dans 2 ml de milieu TAP T N et 
laissees au minimum 12 heures en lumiere forte sans agitation. Avant la mise en 
contact 1'etat des cellules est examine au microscope optique. Apres differenciation en 
gametes, les cellules sont plus petites et surtout beaucoup plus actives que lors d'une 

35 culture non carencee. Des quantites equivalentes de cellules de chaque polarite 

sexuelle sont melangees. La fusion est menee toujours en lumiere intense. Apres une 
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heure de contact, des fusions cellulaires sont deja visibles au microscope optique. 
L'analyse des segregeants meiotiques va consister a deposer les produits de la fusion 
cellulaire sur un milieu riche a 4% agar. Les boites ainsi obtenues sont incubees en 
lumiere attenuee pendant 15 heures puis entreposees a Tobscurite totale pendant au 

5 moins une semaine. Ceci permet la maturation des zygotes et leur « enkystement » 

dans l'agar a 4%. Apres cette periode d'incubation a l'obscurite, les boites sont 
remises a la lumiere et les etapes suivantes sont realisees le plus rapidement possible. 
Afin d'eliminer le plus grand nombre de cellules vegetatives non fiisionnees, on gratte 
tres legerement la surface de la gelose avec une lame de rasoir. Par observation a la 

10 loupe binoculaire, une region regroupant une cinquantaine de zygotes est reperee et 

ceux-ci sont transferes sur une boite fraiche de milieu riche a 1,5% d'agar. Afin de 
s 'assurer de la disparition complete des cellules vegetatives residuelles la boite est 
soumise a des vapeurs de chloroforme pendant 45 secondes a une minute (les zygotes 
peuvent resister, contrairement aux autres cellules, a ce temps moyen d'exposition aux 

15 vapeurs de chloroforme). La presence de lumiere va declencher de fa?on irreversible 

1' entree en meiose des zygotes. Lors de leur germination (facilite par Thumidite plus 
importante du milieu contenant 1,5% d'agar) les zygotes vont liberer quatre cellules 
filles haploides (une tetrade) qui vont croitre par divisions mitotiques et former des"" 
colonies sur boite.. L'analyse des produits de meiose peut-etre menee de deux 

20 manieres. La premiere consiste a etudier de maniere aleatoire au moins 200 

segregeants issus du croisement. Apres purification des segregeants, les caracteres de 
ces derniers peuvent etre etudies par repliques sur differents milieux selectifs. 

Techniques d* extraction d'ADN genomique : le protocole d'extraction de l'ADN 
total utilise est celui decrit par Rochaix et coll. (1991) : en voici le detail : 

25 (1) CentrifugerlO ml de culture cellulaire k environ 3-5 x 10 6 cellules/ml pendant 10 

min a 3500 g en falcon de 15 ml. 

(2) Le culot de cellules est ensuite resuspendu dans 350 fd du tampon suivant : 

TRIS/HC1 pH 8,0 20 mM 
EDTA 50 mM 

30 NaCl 100 mM. 

(3) Ajouter 50 p\ de proteinase K d'une solution stock k 2 mg/ml (k defaut, on peut 
utiliser de la pronase a 10 mg/ml). 



WO 00/71734 



PCT/FR00/O1384 



36 

(4) Ajouter 25 yl de SDS a 20% et incuber 2 heures a 55°C 

(5) Ajouter 2 /d de diethylpyrocarbonate (DEPC) et incuber pendant 15 min a 70°C. 

(6) Refroidir le tube brievement dans la glace et ajouter 50 p\ d'une solution d'acetate 
de potassium a 5 M. 

(7) Melanger en agitant le tube correctement et laisser reposer sur la glace au moins 
30 min (il est possible de stopper l'extraction a ce moment la et de la reprendre le 
lendemarn si on laisse les tubes dans la glace en chambre froide). 

(8) Transferer dans un tube « eppendorf » de 1,5 ml et centrifuger 15 min dans une 
minifuge (a environ 13000 g). 

(9) Recuperer le surnageant en le transferant dans im nouveau tube « eppendorf*. 

(10) Extraire le surnageant par un volume du melange suivant : 

Phenol (sature par le TE : Tris/HCl pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM) 25 vol 
Chloroforme 24 vol 

Alcool isoamylique \ vo j 

(11) Apres extraction, ajouter 1 ml d'ethanol 100% a temperature de la piece. On doit 
voir apparaitre un precipite sous forme de « cheveux d'ange » si l'extraction est 
reussie. A partix de ce moment, il faut manipuler avec soin et douceur afin d'eviter 
que les molecules d'ADN ne se brisent. 

(12) Centrifuger 5 min dans une minifuge (environ 13000 g). 

(13) Rincer le culot avec de l'ethanol a 70% et centrifuger 3 min en minifuge. 

(14) Recommencer I'operation (13) une ou deux fois afin d'eliminer les sels 
correctement. 

(15) Secher le culot en le pla?ant 5 min a 37°C, puis le dissoudre dans 50 /xl de TE 
contenant de la RN^se de pancreas de boeuf a 1 jig/ml. 

Hybridations moleculaires et analyses par Southern Blot : 25 jig d'ADN sont 
digeres totalement avec la ou les endonucleases de restriction adequates. Les produits 
de la restriction sont ensuite separes par electrophorese en gel d'agarose 0,8%, TBE x 
1. Puis le gel est incube successivement 15 min dans la solution de d6purination et 30 
min dans la solution de denaturation. L'ADN denature est ensuite transfere sur 
membrane de nylon « Porablot NYplus » (Macherey-Nagel GmbH, Duren, 
Allemagne) par capillarite avec le tampon SSC x 20. Apres le transfert, la membrane 
est incubee a 80°C sous vide d'air pendant 2 heures afin de fixer les fragments 
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d'ADN a la surface de la membrane de nylon. La prehybridation est effectuee dans le 
tampon d'hybridation a 42 °C pendant au moins 4 heures. L'hybridation est accomplie 
a 42 °C une nuit complete en presence de la sonde marquee precedemment preparee. 
Le lavage de la membrane s'effectue a 60 °C dans le tampon de lavage adapte a la 
stringence que Ton veut appliquer au lavage. Le temps et la frequence de changement 
des bains de lavage varient selon la stringence et les niveaux de radioactivite presents 
sur la membrane. En general, les bains sont renouveles toutes les 10 min et le lavage 
commence avec un tampon de lavage de faible stringence pour finir avec un tampon 
de plus forte stringence. Un film Kodak X-OMAT AR est finalement expose a la 
membrane a-80°C afm de reveler les zones d'hybridation. 

II) Etude de la liaison de la GBSSI au grain d'amidon. 
A) Analyse de T allele mutant sta2-l 

Parmi tous les alleles mutants generes au locus STA2 chez C. reinhardtii im seul 
conduit a la production d'une GBSSI tronquee de 58 kDa en lieu et place de la 
proteine sauvage de 76 kDa. C'est le cas de l'allele sta2~l de la souche 18B. Delrue et 
coll. (1992) par micro-sequen?age de la GBSSI extraite d'un gel de polyacrylamide a 
pu demontrer que les -sequences peptidiques amino-terminales des proteines de la 
souche sauvage (137C) et de la souche mutante (18B) sont identiques. 

Sequences amino-terminales : 

> GBSSI de la souche 137C : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV 

> GBSSI de la souche 18B : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV 
La proteine produite par V allele mutant sta2-l est done tronquee en position 

carboxy-terminale et le pour 1' ADP-glucose est accrue d'un facteur 6. L'absence 
de cette sequence carboxy-terminale ne modifie cependant pas les propriety de 
fixation de la proteine sur le grain comme le montre la figure 1. 
Protocole d6taill6 : 

Technique d'extraction des prot&nes du grain d'amidon et SDS-PAGE : les 
proteines sont extraites de 0,3 a 1 mg d'amidon avec 60 /U de tampon d'extraction : p- 
mercaptoethanol 5% (v/v) ; SDS 2% (p/v) a 100°C pendant 5 min. Apres 
centrifugation a 13000 g pendant 10 min, le surnageant est recupere et Toperation est 
renouvelee une fois avec le culot. Les deux surnageants sont reunis et l'echantillon 



WO 00/71734 



PCT/FROO/0I384 



38 

peut etre charge dans les puits du gel apres avoir rajoute 10 /xl du tampon de 
chargement suivant : Tris 50 mM, glycine 384 mM, 20% glycerol, SDS 0,1%, bleu 
de bromophenol 0,001%. La migration est accomplie a temperature ambiante, a 150 
V pendant lh30 (jusqu'a ce que le bleu de bromophenol quitte le gel). Les proteines 
sont revelees par coloration au bleu de Coomassie ou par immunodetection (voir plus 
loin le chapitre specifique au Western Blot). Lors de la coloration au bleu de 
Coomassie, le gel est incube 30 min. dans la solution suivante : 2 g de Coomassie 
Brilliant Blue R250, 0,5 g de Coomassie Brillant Blue G250, 425 ml d'ethanol, 50 ml 
de methanol, 100 ml d'acide acetique qsp 1000 ml avec de l'eau. Le gel est ensuite 
decolore a l'aide des solutions suivantes : 

> 15 a 30 min dans le decolorant I : 450 ml d'ethanol, 50 ml d'acide acetique, 
qsp 1000 ml avec de l'eau. 

> une nuit dans le decolorant II: 80 ml d'acide acetique, 50 ml de methanol, qsp 
1000 ml avec de l'eau ; ce decolorant II permet d'eliminer la coloration non specifique 
du gel. 

> le decolorant III (240 ml d'acide acetique, 200 ml de methanol, qsp 1000 ml 
avec de l'eau) permet la^ecoloration totale du gel si necessaire. 

B) Estimation de la quantite de proteines liees au grain 

La quantite de proteines liees au grain d'amidon a ete estimee dans differentes 
conditions de culture et dans des fonds gen6tiques variables. Pour cela, les cellules ont 
ete placees en conditions d' accumulation massive d'amidon (milieu carence en azote) 
ou en conditions de croissance mixotrophe (presence d'azote). Les proteines extraites 
du grain ont ensuite ete deposees sur un gel de polyacrylamide en conditions 
denaturantes (presence de SDS). Apres la migration, les proteines sont revelees par 
coloration au bleu de Coomassie. Au cours de cette experience la souche 17 mutante 
au locus STA1 a ete utilisee. Cette mutation a .ete decrite en detail par Van den 
Koornhuyse et coll. (1996) puis par Van de Wal et coll. (1998). Le locus STA1 
correspond au gene de structure de la grande sous-unite regulatrice de TADP-glucose 
pyrophosphorylase. La mutation stal-1 engendree lors d'une mutagenese aux rayons 
X conduit k 1'insensibilite de 1'enzyme a Tacide 3-phosphoglyc6rique, son activateur 
allost&rique. Des lors, la souche 17 accumule moins de 5% de la quantite normale 
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d'amidon. L' estimation de la quantite de GBSSI liee au grain est d'environ 0,1% du 
poids d'amidon en condition de carence azotee pour les souches 137C et 18B. Cette 
valeur atteint 1% dans les conditions de mixotrophie. Dans le cas de la'souche 17, 
quelque soit les conditions de culture, la GBSSI represente plus de 1% du poids du 
grain d* amidon. Les techniques employees lors de cette analyse sont les memes que 
celles detaillees au paragraphe precedent. 

C) Analyse de la reponse immunitaire en Western Blot 

Afm de tester l'antigenicite des antisera SA137C et SAIJ2 precedemment 
obtenus chez le lapin, les proteines extraites de 100 fig d'amidon frais provenant de 
differentes souches cultivees dans des conditions de culture variables ont ete soumises 
a ime analyse par la technique d'immunotransfert (Western Blotting). La reponse 
immunitaire engendree vis a vis de la GBSSI lors de 1' injection de l'amidon de la 
souche sauvage (137C) s'avere tres specifique et forte (les proteines etant extraites de 
seulement 100 fig d' amidon frais) meme dans le cas de la proteine tronquee chez le 
mutant sta2-l. La quantite de proteines liees au grain d' amidon semble plus 
importante chez le mutant 17 lors d'une culture carencee en azote comme le montre la 
presence d'une bande de masse superieure a la GBSSI revelee par V antiserum 
SA137C. Ce fait est confirme par l'analyse en Western blot realisee avec l'antiserum 
SAIJ2 ou la reponse immunitaire la plus forte est detectee avec les proteines extraites 
de T amidon de la souche 17 cultivee en carence azotee. 

A des fins de controle, nous avons effectue le meme type d'experience en 
utilisant l'antiserum PA55 obtenu par Abel et coll. (1995). ;Cet antiserum engendre 
chez le lapin est dirige contre un peptide dont la sequence consensus correspond k la 
region carboxy-terminale fortement conservee dans toutes .les amidon-synthetases de 
plantes superieures, qu'elles soient solubles ou liees au grain d'amidon. Cet antiserum 
reconnait specifiquement la GBSSI de C reinhardtii lorsqu'elle est presente dans le 
grain. D'autre part, Tantiserum PA55 reconnait aussi la proteine tronquee produite 
par le mutant 18B (sta2-l). II semble done que la sequence fortement conservee en 
position carboxy-terminale soit toujours presente dans la proteine tronquee. 

Protocoles d^tailles : 
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Technique d'extraction des proteines du grain d'amidon et SDS-PAGE : ces 
techniques sont ies memes que celles decrites au paragraphe precedent hormis la 
coloration au bleu de Coomassie qui est omise dans ce cas. 

Technique de transfert et de revelation par les antisera : lorsque la migration sur 
SDS-PAGE est terminee, le gel est incube 30 min dans Ie tampon « Western* x 1 
contenant 20% de methanol. Les proteines sont ensuite electrotransferees sur une 
membrane de nitrocellulose (Protan BA 85 Schleicher & Schuell, Dassel, Allemagne) 
a l'aide d'un appareil d'electrotransfert (Multiphor n, LKB-Pharmacia, Bromma, 
Suede) a 4°C dans les conditions suivantes: 45 min a 250 mA avec le tampon utilise 
precedemment. Apres cette etape de transfert des proteines sur la membrane de 
nitrocellulose, cette derniere est incubee 1 heure a temperature ambiante dans le 
tampon TBST contenant 3% de BSA. La membrane est ensuite rincer trois fois far) * le 
tampon TBST avant d'etre incubee une nuit a 4°C dans r antiserum primaire de lapin 
dilue dans le tampon TBS. La membrane est de nouveau rincee trois fois par le 
tampon TBST puis est incubee une heure a temperature ambiante avec 1'anticorps 
secondaire biotinyle dilue a 1/500 dans le TBS dirige contre Tantiserum de lapin. 
Apres trois nouveaux rinfages dans le tampon TBST, la membrane est incubee 30 min 
k temperature ambiante avec le complexe streptavidine-phosphatase alcaline dilue a 
1/3000 dans le tampon TBS. Finalement, apres 3 rinfages dans le tampon TBST, les 
membranes sont revelees par incubation dans un tampon de diethanolamine contenant 
les substrats de la phosphatase alcaline : NBT et BCIP (le temps d'incubation varie 
selon 1'intensite de la reaction). Le kit de detection utilise est celui propose par 
Amersham Buchler (Braunschweig, Allemagne): « Blotting * detection kit for rabbit 
antibodies » 

Composition des solutions et tampons : 

Tampon « Western » x 10: Glycine 390 mM 



Tris 



480 mM 



SDS 



0,375% 



Tampon TBS (Tris Buffer Saline) Tris/HCl pH 7,5 



20 mM 



NaCl 



500 mM 



Tampon TBST (Tris Buffer Saline Tween): TBS +0,1% (v/v) Tween 20 
NBT: Nitro-Blue Tetrazolium en solution dans le dimethylformamide 70% 
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BCIP: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate en solution dans le 
dime thy lformamide. 

EI) Ciblage des proteines de fusion dans le grain d'amidon 
5 L'extension carboxy-terminale specifique de la GBSSI de C reinhardtii n'est 

pas requise pour le ciblage de la proteine au grain d'amidon in vivo comme nous 
avons pu le demontrer au cours des experiences precedentes. Cette extension 
d'environ 16 kDa peut etre remplacee par une sequence peptidique d'interet, 
autorisant ainsi son ciblage au cceur meme du grain d'amidon. 
10 Les differents types de vecteurs susceptibles d'etre construits afin d'appliquer 

cette methode chez les plantes superieures, sont constitues : 

- d'un gene de selection et une origine de replication bacteriens afin de pouvoir 
amplifier le plasmide dans une souche bacterienne appropriee. 

- d'un gene de selection qui permettra une selection aisee des plantes 
1 5 transformantes 

- d'une fusion traductionnelle entre la sequence codante de la GBSSI et une 
sequence polypeptidique d'interet. Deux types de fusions traductionnelles principales 
peuvent etre considerees : dans le premier cas, c'est la sequence tronquee de 58 kDa 
de la GBSSI qui est fusionnee a la sequence d'interet ; dans le deuxieme cas, c'est la 

20 sequence complete de la GBSSI qui est employee. 

- la fusion pourra etre placee sous le controle d'un promoteur vegetal constitutif 
fort, ou encore d'un promoteur vegetal inductible, immediatement suivi d'un peptide 
de transit adapte favorisant la translocation de la proteine de fusion vers le 
chloroplaste. 

25 

IV) Protocole de dosage de 1'activite amidon-synthetase liee au grain : 
20 ^ig d'amidon sont ajoutes a 100 pi du melange reactionnel suivant : 



Glycylglycine/NaOH pH 9,0 50 mM 

(NH 4 ) 2 S0 4 100 mM 

30 p-n ercaptoethanol 5 mM 

MgCl 2 5 mM 

Serum albumine bovine 0,5 mg/ml 
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ADP-glucose 0,2 mM 

[U 4 C]ADP-glucose (235 mCi/mmol 2,66 jag 

Citrate trisodique 0 ou 0,5 M (precise selon 

le cas) 

La reaction est menee a 30 °C pendant 15 min. puis arretee par addition de 3 ml 
d'ethanol a 70%. Le precipite obtenu est filtre sous vide sur filtre "Whatman Glass 
Fiber" (Whatman, Maidstone, Angieterre), rince par 4 x 5 ml d'ethanol 70%. Le 
comptage radioactif est realise avec un compteur Beckman apres avoir introduit les 
filtres dans des fioles de comptage contenant 3,5 ml de liquide de scintillation. 

V) methodes d' extraction et de purification d'amidon sont les suivantes : 

- cas d'une algue verte unicellulaire telle que Chlamydomonas reinhardtii (voir 
la methode decrite ci-dessus) 

- cas de graines, de tubercules ou tout autre organe de plante superieure : 
1'organe ou le type preleve sur la plante est correctement homogeneise (apres 

broyage). Le broyat ainsi obtenu est rince avec de Teau au travers d'un tissu filtrant 
(tel que le Miracloth Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Le filtrat est ensuite laisse au 
repos pendant deux heures afin de permettre aux grains d'amidon de sedimenter. Le 
sediment est rince une premiere fois avec plusieurs volumes d f eau puis une deuxieme 
fois avec plusieurs volumes d'une solution de NaCl a 0,1M. Le sediment est une 
nouvelle fois filtre puis rince deux fois avec de l'ethanol avant d'etre seche. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle' comprend, 
dans le sens 5'-+3\ une sequence nucleotidique codant pour une adenosine 
diphosphate glucose ct-1, 4-glucane a-4-glucosyltransferase ou amidon-synthetase EC 
2.4.1.21, ou pour une proteine derivee de cette enzyme, notamment par suppression, 
addition ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, ladite enzyme ou proteine 
derivee ayant la propriete de migrer vers les sites de biosynthese des grains d , amidon 
dans, les cellules vegetales et de s'associer aux grains d'amidon, ladite sequence 
nucleotidique codant pour T enzyme ou proteine susmentionnee etant placee en amont 
d'une sequence nucleotidique codant pour un peptide ou polypeptide d'interet. 

2. Sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, ou pour une- 
proteine derivee, code pour 1'amidon-synthetase liee au grain d'amidon ou GBSS 
presente notamment chez les plantes, algues ou micro-algues, et plus particulierement 
pour Tisoforme GBSSI, ou pour une proteine derivee de la GBSS telle que definie 
dans la revendication 1 . 

3. Sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synth6tase, 
ou pour une proteine derivee, est choisie parmi : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 de l'ADNc codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii y 

- ou un fragment de la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 representee, 
telles que les sequences dont le nucleotide de l'extremite 5' correspond a celui situe en 
Tune des positions 1 a 186 de SEQ ID NO : 1, et dont le nucleotide de l'extremite 3* 
correspond a celui situe en Tune des positions 1499 a 3117 de SEQ ID NO : 1, 
notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 2 codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amines (SEQ ID 
NO : 3), 
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. la sequence SEQ ID NO : 4 codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de proteine mature de 651 acides amines 
(SEQ ID NO : 5), 

. la sequence SEQ ID NO : 6 codant pour un fragment de 438 acides 
amines (SEQ ID NO : 7) de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

. la sequence SEQ ID NO : 8 codant pour un fragment de 531 acides 
amines (SEQ ID NO : 9) de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- ou une sequence nucleotidique derivee par degenerescence du code genetique 
des sequences nucleotidiques susmentionnees, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentioimee, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, 

- ou une sequence nucleotidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique derivee de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionnee, ou derivee d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, et ayant la propriete de s'associer aux grains 
d'amidon, ladite sequence nucleotidique derivee ayant de preference une homologie 
d'au moins environ 50 %, et de preference d'au moins environ 70 %, avec la 
sequence ou fragment nucleotidique susmentionnes, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucleotidiques susmentionnes. 

4. Sequence nucleotidique recombinante selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique codant pour un peptide ou 
polypeptide d'interet est choisie parmi : 

- celles codant des peptides biologiquement actifs, notamment des peptides 
d'interet therapeutique ou utilisables dans le domaine agroalimentaire, ou 

- celles codant des enzymes susceptibles de transformer Tamidon, telles que les 
enzymes interagissant avec les cc-glucanes dont les hydrolases diverses, les 
phosphorylases, les a-1,4 glucanotransferases, les enzymes de branchement, les 
amylases, et notamment les hydrolases thennostables issues de bact6ries extr^mophiles 
telles que les archaebacteries actives k des temperatures superieures a 40 °C. 
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5. Sequence nucleotidique recombinante selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique codant un site de 
clivage, ladite sequence nucleotidique etant placee entre la sequence nucleotidique 
codant pour une amidon-synthetase, ou une proteine derivee de cette derniere, et la 
sequence nucleotidique codant le polypeptide d'interet. 

6. Cellules vggetales transgeniques, choisies panni les cellules de plantes, 
d'algues ou de micro-algues, capables de fabriquer de 1'amidon, lesdites cellules 
comprenant une sequence nucleotidique recombinante selon l'une des revendications 1 
a 5 integree dans son genome ou maintenue de maniere stable dans son cytoplasme. 

7. Plantes, algues ou micro-algues transgeniques, ou parties, notamment fleurs, 
fruits, feuilles, tiges, racines, semences, ou fragments de ces plantes, algues ou micro- 
algues, comprenant une sequence nucleotidique recombinante selon l'une des 
revendications 1 a 5 int6gree dans le genome ou maintenue de maniere stable dans le 
cytoplasme des cellules les composant. 

8. Polypeptide de fusion caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- en position N-tenninale une amidon-synthetase, ou une proteine derivee de 
cette enzyme, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 
acides amines, ladite amidon-synthetase ou proteine derivee ayant la propriete de 
migrer vers les sites de biosynthese des grains d'amidon dans les cellules veg6tales et 
de s'associer aux grains d'amidon, 

- et, en position C-terminale, un peptide ou polypeptide d'interet, 

la partie C-terminale de la sequence en acides amines de 1' amidon-synthetase, ou de la 
proteine derivee, etant ainsi liee a la partie N-terminale de la sequence peptidique 
d'interet, ledit polypeptide de fusion 6tant code par une sequence nucleotidique 
recombinante selon l'une des revendications 1 a 5. 



9. Polypeptide de fusion selon la revendication 8, caracteTise en 
1 'amidon-synth6tase est choisie panni : 
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- la sequence peptidique SEQ ID NO : 3 correspondant a la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de pre-proteine de 708 acides amines, 

- ou un fragment de la sequence peptidique SEQ ID NO : 3, telles que les 
sequences dont l'acide amine de l'extremite aminoterminale correspond a celui situS 
en Tune des positions 1 a 58 de SEQ ID NO : 3, et dont l'acide amine de l'extremite 
carboxyterminale correspond a celui sitae en l'une des positions 495 a 708 de SEQ ID 
NO : 3, notamment : 

. la sequence SEQ ID NO : 5 correspondant a la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii sous forme de proteine mature de 651 acides amines, 

. la sequence SEQ ID NO : 7 correspondant a un fragment de 438 
acides amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

. la sequence SEQ ID NO : 9 correspondant a un fragment de 531 
acides amines de la sequence peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, 

- ou une sequence peptidique derivee d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionnes, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, et ayant la propriete de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite sequence peptidique derivee ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avantageusement d'au moins environ 80%, avec la sequence ou 
fragment peptidique susmentionnes. 

10. Polypeptide de fusion selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce qu'il 
comprend un site de clivage place entre d'une part I'amidon-synthetase, ou une 
proteine derivee de cette derniere, et, d'autre part, le polypeptide d'interet. 

11. Grains d'amidon caracterises en ce qu'ils comprennent un ou plusieurs 
polypeptides de fusion definis dans Tune des revendications 8 k 10. 

12. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend des grains 
d'amidon selon la revendication 11, le cas echeant en association avec un vdhicule 
physiologiquement acceptable, lesdits grains contenant un ou plusieurs polypeptides de 
fusion tels que definis dans l'une des revendications 8 k 10, le peptide d'interet dans 
lesdits polypeptides de fusion possedant un effet therapeutique determine. 
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13. Composition pharmaceutique selon la revendication 12, caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous une forme administrate par voie parenteral, notamment par 
voie intraveineuse, ou sous une forme administrate par voie orale, le diametre des 
grains d'amidon etant compris entre environ 0,1 pm et quelques dizaines de /an, et la 
proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains etant comprise entre 
environ 0,1 % et 1 %. 

14. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend un ou 
plusieurs polypeptides de fusion tels que defrnis dans Tune des revendications 8 a 10, 
le cas echeant en association avec un vehicule physiologiquement acceptable, le 
peptide d'interet dans lesdits polypeptides de fusion possedant un effet therapeutique 
determine. 

15. Composition alimentaire caracterisee en ce qu'elle comprend des grains 
d'amidon selon la revendication 11, lesdits grains contenant un ou plusieurs 
polypeptides de fusion tels que definis dans Tune des revendications 8 a 10, le peptide 
d'interet dans lesdits polypeptides de fusion etant utilisable dans le domaine 
agroalimentaire. 

16. Procede de preparation de grains d'amidon selon la revendication 11, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- transformation de cellules vegetales, a I'aide d'un hote cellulaire, tel que 
Agrobacterium tumefaciens, transform^ par un vecteur recombinant, notamment du 
type plasmide, cosmide ou phage, contenant une sequence nucleotidique recombinante 
selon Tune des revendications 1 a 5, 

- obtention de plantes, algues ou micro-algues transformees de maniere k ce que 
leur genome contienne une ou plusieurs sequences nucleotidiques selon Tune des 
revendications 1 k 5, par culture in vitro des cellules hotes transformees 
susmentionnees, 
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- le cas echeant, fecondation et recuperation des semences des plantes obtenues a 
l'etape precedente, et mise en culture de ces semences pour l'obtention de plantes de 
generation suivante, 

- extraction des grains d'amidon a partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, ratines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transfonnees susmentionnees, notamment par 
sedimentation. 

17. Procede de preparation de polypeptides de fusion selon Tune des 
revendications 8 a 10, caracterise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre du procede 
selon la revendication 16, ledit procede comprenant une etape supplementaire de 
recuperation, et le cas echeant de purification, des polypeptides de fusion a partir des 
grains d'amidon. 

18. Procede de preparation d'un peptide d'interet caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en oeuvre du procede selon la revendication 16 ou la revendication 
17, ledit procede 6tant effectue par transformation des cellules hotes avec des 
sequences nucleotidiques selon la revendication 5, et comprend une etape 
supplementaire de clivage du polypeptide de fusion obtenu, a l'aide d'un reactif 
approprie, puis, le cas echeant, une etape de purification du polypeptide d'interet. 

19. Procede de biotransformation de grains d'amidon caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

- transformation de cellules vegetales, a l'aide d'un hote cellulaire, tel que 
Agrobacterium tumefaciens, transforme par un vecteur recombinant, notamment du 
type plasmide, cosmide ou phage, contenant une sequence nucleotidique recombinante 
selon la revendication 4, codant des enzymes susceptibles de transformer l'amidon, 

- obtention de plantes, algues ou micro-algues transfonnees de maniere a ce que 
leur genome contienne une ou plusieurs sdquences nucleotidiques susmentionnees, par 
culture in vitro des cellules hotes transfonnees susmentionnees, 



WO 00/71734 



52 



PCT/FROO/01384 



- le cas echeant, fecondation et recuperation des semences des plantes obtenues a 
l'etape precedente, et raise en culture de ces semences pour Tobtention de plantes de 
generation suivante, 

- extraction des grains d'amidon a partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transformees susmentionnees, notamment par 
sedimentation, 

- le cas echeant, chauftage desdits grains d'amidon a une temperature a laqueUe 
le peptide d'interet du polypeptide de fusion est susceptible d'etre actif. ' 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CNRS 

<120> GRAINS D'AMIDON CONTENANT UN POLYPEPTIDE RECOMBINANT 
D ' INTERET, LEUR PROCEDE D' OBTENTION, ET LEURS 
UTILISATIONS 

<130> WOB 99AB CNR AMYL 

<140> 
<141> 

<150> FR9906494 
<151> 1999-05-21 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3117 
<212> ADN 

<213> Chlamydomonas reinhardtii 
<400> 1 

gccaggcgga gcgtatggct gttgcctcta ccagccgccc cagcagcgcg cgtcctatcg 60 
tcatcaatgc cgcgtcgttc ggtgtcaaga agaccgcgaa ccagctgctg ccjtgagcttg 120 
ctcgtggctc cgcacgcaag tccacctcgc gctcggctgt tactggtgcc actgg^gccl 180 
cttgcgcgct ggacatcgtg atggttgctg ctgaggtcgc cccttggtcc aagacgggcg 24 0 
T a tr. g , q ^ 9a tgt r Ct H 9t ^cctgccta ttgagctggt caagcgcggc caccgcgLa 300 
tgaccattgc ccctcgctac gaccagtacg ctgacgcctg ggacacctcg gtggLgtgg 360 
acatcatggg cgagaaggtc cgctacttcc actccatcaa gaagggcgtg caccgcgtg? 420- 
ggattgacca cccctggttc ctggccaagg tctggggcaa gaccggctcc aagc?g?acg 480 
ttt^lt cgg ^ctgac tacctggaca accacaagcg cttcgccctg ttctgcaagg 540 
ccgctattga ggctgcccgc gtgctgccct tcggccccgg cgaggactgc gtcttcgtgg 600 
ccaacgactg gcactccgcc ctggtgcccg tcctgctgaa ggacgagtac cagcccaagg 660 
gccagttcac caaggccaag tcggtgctgg ctatccacaa catcgccttc cagggccgca 720 
tgtgggagga ggctttcaag gacacgaagc tgccccaggc cgcctttgac aagctggcct 780 
tctcggacgg ctatgccaag gtttacactg aggccacccc catggaggag gacgagaagc 840 
ccccgctgac gggaaagacc tacaagaaga tcaactggct gaagggtggc attatcgccg 900 
ccgacaagct ggtgactgtg tcgcccaact acgcgaccga gatcgctgcc gatgccgccg 960 
S S ? Ct ^acacc- gtcatccgcg ccaagggcat tgagggcatt gtgaacggca 1020 
J?!*""? 3 "agtggaac cccaagaccg acaagttcct gtctgcgccc tacgaccaga 1080 
acagcgtcta cgccggcaag gccgccgcca aggaggccct gcaggccgag ctgggcctgc 1140 
tlll^t^ ca "* ccccc ^gttcgcct tcatcggccg cctggaggag cagaaggg? g 1200 
tggacatcat cctggccgcc ctgcccaaga tcctggccac ccccaaggtg\ cagatc^cca 1260 
tcctgggtac cggcaaggcc gcctacgaga agctggtgaa cgccatcggc accaagtaca 1320 
agggccgcgc caagggcgtg gtcaagttct cggcgcccct ggcgcacatg ctcaccgccg 138 0 
gcgccgactt catgctggtg ccctcgcgct tcgagccctg cggcctgatc cagctgcacg 14 40 
t^l gCa t cggtacc 9 t 9 cccgtggtag cctccaccgg cggcctggtc gacaccgtca 1500 
.aggagggcgt caccggcttc cacatgggcg ccctgaaccc cgacaagctg gacgaggctg 1560 
acgccgacgc cctggccgcc accgtgcgcc gtgccagcga ggtgtttgcg ggcggccgct 1620 
accccgagat ggtggccaac tgcatcagcc aggacctgtc ctggtccaag cccgcccaga 168 0 
agtgggaggg cctgctggag gaggtggtgt acggcaaggg cggcgtggcc accgccaaga 1740 
aggaggagat caaggtgccc gttgccgaga agatccccgg cgacctgccc gccgtgtcct 1800 
acgcccccaa caccctgaag cccgtgtccg cctccgtgga gggcaacggc gccgccgcgc 1860 
ccaaggtcgg caccaccgcc cccgccatgg gcgcgtggcg cgcgaccacc ccctcgggcc 1920 
cctcgcccgc cgccgccacc cccaaggtga ccacctacaa gcccgccctg cccgccaccg 1980 
ccaagcccaa gaccgctggc ctcaagctgg ccggfgaggc ctccaccacc tcgacctcgg 204 0 
agaacggcgc tgcctccaac ggcaacggca acggcgcctc ggcctccaag acctcggctg 2100 
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ccaagcccct 
gcggcgacag 
gcggccgcca 
gagcatggca 
tgaagtcggt 
gtttcggttt 
tgcgcggcgc 
tcggcggcaa 
gagagtttgc 
cctccggcaa 
ggatacataa 
ggttttgttg 
cttgggctca 
ggctcgaagc 
cttgactgga 
acccagtagt 
tgagagagta 



ggt ctccgcc 
catgagcggc 
ccggcgagga 
ggcggaaacg 
tttgcgagac 
tgcccaagtc 
ggcgaccacg 
gagggcgggt 
cattttgtgg 
cggagaagtg 
gagcgtgtgg 
aggtgcagac 
tttttggtgc 
gagggtttgt 
ggtacacaaa 
gtggaaagta 
acaaagatgg 



gccacccgca 
tcgaccaaag 
gcaggcttgc 
tgtgtactga 
cggagaaacg 
caaaagaaga 
ccggcccgtg 
ctgtacactc 
gacgtgagcg 
ggaggcgctg 
aatggtggta 
ggcaccgtcg 
ccgtcgatga 
ggaagtggag 
gtggagcgtg 
gttggacctg 
cacctgaaaa 



agtccgccta 
ctgtggcagg 
ggcagcgagg 
aatgtggtgc 
ccggtttggt 
gtaacgaaac 
cgcagcctgt 
catccattcc 
gcgggacggc 
tagcccggtg 
aaagaggagg 
gcgtcaaagg 
tgagagattg 
cgaggagggt 
cgacggcacg 
aattctttga 
aaaaaaaaaa 



aagcggcagt 
aacggctgta 
gcgatgagct 
atgagagtgt 
tttgtagtgc 
tgtagcagta 
cctgccctca 
aggatttttg 
cgcgccgggc 
accccccaat 
ggcctgggtc 
ccctcgcaag 
gccagcggtt 
tggagaaaga 
gaggcattgg 
gagtaccgcg 
aaaaaaaaaa 



agccgcagag 
gcagcggcag 
tagcggccgt 
cgtgctgtaa 
agggcctgtg 
gcagagcact 
gccttgtgat 
caggctgcct 
tctcctaccg 
gtagaggatg 
gcccctcgat 
gcccgggtgc 
ttttgaggct 
ggcggacatg 
cggactattg 
cattaatccg 
aaaaaaa 



2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3117 



<210> 2 
<211> 2124 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : fragment 
de la sequence complete de l'ADNc codant la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2124 ) 

<400> 2 

atg get gtt gec tct acc age cgc .ccc age age gcg cgt cct ate gtc 48 

Met Ala Val Ala Ser Thr' Ser Arg Pro Ser Ser Ala- Arg Pro lie Val - 

15 10 15 

ate aat gec gcg teg ttc ggt gtc aag aag acc gcg aac cag ctg ctg 96 
lie Asn Ala Ala Ser Phe Gly Val Lys Lys Thr Ala Asn Gin Leu Leu 
20 25 30 

cgt gag ctt get cgt ggc tec gca cgc aag tec acc teg cgc teg get 14 4 
Arg Glu Leu Ala Arg Gly Ser Ala Arg Lys Ser Thr Ser Arg Ser Ala 
35 40 45 

gtt act ggt gec act ggt gec act tgc gcg ctg gac ate gtg .atg gtt 192 
Val Thr Gly Ala Thr Gly Ala Thr Cys Ala Leu Asp lie Val Met Val 
50 55 60 

get get gag gtc gec cct tgg tec aag acg ggc ggc ctg ggc gat gtg 24 0 
Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val 
65 70 75 80 

act ggt ggc ctg cct att gag ctg gtc aag cgc ggc cac cgc gtc atg 288 
Thr Gly Gly Leu Pro lie Glu Leu Val Lys Arg Gly His Arg Val Met 
85 . 90 95 

acc att gec cct cgc tac gac cag tac get gac gec tgg gac acc teg 336 
Thr lie Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser 
100 105 110 
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gtg gtc gtg gac ate atg ggc gag aag gtc cgc tac ttc cac tec ate 384 
Val Val Val Asp lie Met Gly Glu Lys Val Arg Tyr Phe His Ser He 
115 120 125 

aag aag ggc gtg cac cgc. gtg tgg att gac cac ccc tgg ttc ctg gec 432 
Lys Lys Gly Val His Arg Val Trp He Asp His Pro Trp Phe Leu Ala 
130 135 140 

aag gtc tgg ggc aag acc ggc tec aag ctg tac ggc ccc cgc tec ggc 480 
Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly 
145 150 155 .160 

get gac tac ctg gac aac cac aag cgc ttc gec ctg ttc tgc aag gee 528 
Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala 
165 170 175 

get att gag get gee cgc gtg ctg ccc ttc ggc ccc ggc gag gac tgc 576 
Ala He Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys 
180 185 190 

gtc ttc gtg gec aac gac tgg cac tec gee ctg gtg ccc gtc ctg ctg 624 
Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser Ala Leu Val Pro Val Leu Leu 
195 200 205 

aag gac gag tac cag ccc aag ggc cag ttc acc aag gec aag teg gtg 672 
Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val 
210 215 220 

ctg get ate cac aac ate gec ttc cag ggc cgc atg tgg gag gag get 720 
Leu Ala He His Asn He Ala Phe Gin Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala 
225 230 235 240 

ttc aag gac acg aag ctg ccc cag gec gee ttt gac aag ctg gec ttc 7 68 
Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala Ala Phe Asd Lys Leu Ala Phe 
245 250 ~ 255 

teg gac ggc tat gee aag gtt tac act gag gec acc ccc atg gag gag 816 
Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu 
260 265 270 

gac gag aag ccc ccg ctg acg gga aag acc tac aag aag ate aac tgg 8 64 
Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys Thr Tyr Lys Lys He: Asn Trp 
275 280 285 

ctg aag ggt ggc att *atc gec gec gac aag ctg gtg act gtg teg ccc 912 
Leu Lys Gly Gly He He Ala Ala Asp Lys Leu Val Thr Val Ser Pro 
290 295 300 

aac tac gcg acc gag ate get gec gat gec gec ggc ggt gtg gag ctg 960 
Asn Tyr Ala Thr Glu He Ala Ala Asp Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu 
305 310 315 ' 320 

gac acc gtc ate cgc gec aag ggc att gag ggc att gtg aac ggc atg 1008 
Asp Thr Val He Arg Ala Lys Gly He Glu Gly He Val Asn Gly Met 
325 330 ,335 

gac att gag gag tgg aac ccc aag acc gac aag ttc ctg tct gcg ccc 1056 
Asp He Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro 
340 345 * 350 
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tac gac cag aac age gtc tac gec ggc aag gec gec gec aag gag gec 1104 
Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala 
355 360 365 

ctg cag gec gag ctg ggc ctg cct gtg gac ccc ace gec ccc ctg ttc * 1152 
Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe 
370 375 380 

gee ttc ate ggc cgc ctg gag gag cag aag ggt gtg gac ate ate ctg 1200 
Ala Phe lie Gly Arg Leu Glu. Glu Gin Lys Gly Val Asp lie lie Leu 
385 390 395 400 

gec gec ctg ccc aag ate ctg gec acc ccc aag gtg cag ate gec ate 1248 
Ala Ala Leu Pro Lys lie Leu Ala Thr Pro Lys Val Gin lie Ala lie 
405 410 415 

ctg ggt acc ggc aag gee gee tac gag aag ctg gtg aac gee ate ggc 1296 
Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu Lys Leu Val Asn Ala lie Gly 
420 425 430 

acc aag tac aag ggc cgc gec aag ggc gtg .gtc aag ttc teg gcg ccc 1344 
Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly Val Val Lys Phe Ser Ala Pro 
435 440 445 

ctg gcg cac atg etc acc gee ggc gee gac ttc atg ctg gtg ccc teg 1392 
Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala Asp Phe Met Leu Val Pro Ser 
450 455 460 

cgc ttc gag ccc tgc ggc ctg ate cag ctg cac gec atg cac tac ggt 1440 
Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu lie Gin Leu His Ala Met His Tyr Gly 
465 470 475 480 

acc gtg ccc gtg gta gec tec acc ggc ggc ctg gtc gac acc gtc aag 1488 
Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly Gly Leu Val Asp Thr Val" Lys 
485 490 495 

gag ggc gtc acc ggc ttc cac atg ggc gee ctg aac ccc gac aag ctg 1536 
Glu Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu 
500 505 510 

gac gag get gac gee gac gee ctg gec gec acc gtg cgc cgt gec age 1584 
Asp Glu Ala Asp Ala. Asp Ala Leu Ala Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser 
515 520 525 

gag gtg ttt gcg ggc ggc cgc tac ccc gag atg gtg gee aac tgc ate 1632 
Glu Val Phe Ala Gly- Gly Arg Tyr Pro Glu Met Val Ala Asn Cys lie 
530 535 540 

age cag gac ctg tec tgg tec aag ccc gec cag aag tgg gag ggc ctg 1680 
Ser Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro Ala Gin Lys Trp Glu Gly Leu 
545 550 555 ( 560 

ctg gag gag gtg gtg tac ggc aag ggc ggc gtg gee acc gee aag aag 1728 
Leu Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys 
565 570 575 

gag gag ate aag gtg ccc gtt gec gag aag ate ccc ggc gac ctg ccc 1776 
Glu Glu lie Lys Val Pro Val Ala Glu Lys lie Pro Gly Asp Leu Pro 
580 585 590 
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gcc gtg tec tac gec ccc aac acc ctg aag ccc gtg tec gec tec gtg 1824 

Ala Val Ser Tyr Ala Pro Asn Thr Leu Lys Pro Val Ser Ala Ser Val 

595 600 605 

gag ggc aac ggc gcc gcc gcg ccc aag gtc ggc acc acc gcc ccc gcc -1872 

Glu Gly Asn Gly Ala Ala Ala Pro Lys Val Gly Thr Thr Ala Pro Ala 

610 615 620 

atg ggc gcg tgg cgc gcg acc acc ccc teg ggc ccc teg ccc gcc gcc 1920 

Met Gly Ala Trp Arg Ala Thr . Thr Pro Ser Gly Pro Ser Pro Ala Ala 

625 630 635 640 

gcc acc ccc aag gtg acc acc tac aag ccc gcc ctg ccc gcc acc gcc 1968 

Ala Thr Pro Lys Val Thr Thr Tyr Lys Pro Ala Leu Pro Ala Thr Ala 

645 650 655 

aag ccc aag acc get ggc etc aag ctg gcc ggt gag gcc tec acc acc 2016 

Lys Pro Lys Thr Ala Gly Leu Lys Leu Ala Gly Glu Ala Ser Thr Thr 

660 665 670 

teg acc teg gag aac ggc get gcc tec aac ggc aac ggc aac ggt gcc 2064 

Ser Thr Ser Glu Asn Gly Ala Ala Ser Asn Gly Asn Gly Asn Gly Ala 

675 680 685 

teg gcc tec aag acc teg get gcc aag ccc ctg gtc tec gcc gcc acc 2112 

Ser Ala Ser Lys Thr Ser Ala Ala Lys Pro Leu Val Ser Ala Ala Thr 

690 695 700 

cgc aag tec gcc 2124 

Arg Lys Ser Ala 

705 



<210> 3 
<211> 708 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la sequence complete de l'ADNc codant la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii 

<400> 3 

Met Ala Val Ala Ser Thr Ser Arg Pro Ser Ser Ala Arg Pro lie Val 
15 10 • 15 

lie Asn Ala Ala Ser.£he Gly Val Lys Lys Thr Ala Asn Gin Leu Leu 
20 25 30 

Arg Glu Leu Ala Arg Gly Ser Ala Arg Lys Ser Thr Ser Arg Ser Ala 
35 40 45 

Val Thr Gly Ala Thr Gly Ala Thr Cys Ala Leu Asp He Val Met Val 
50 55 60 

Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val 
65 70 75 80 

Thr Gly Gly Leu Pro He Glu Leu Val Lys Arg Gly His Arg Val Met 
85 90 95 
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Thr lie Ala Pro 
100 

Val Val Val Asp 
115 

Lys Lys Gly Val 
130 

Lys Val Trp Gly 
145 

Ala Asp Tyr Leu 



Ala lie Glu Ala 
180 

Val Phe Val Ala 
195 

Lys Asp Glu Tyr 
210 



Arg Tyr Asp Gin 



lie Met Gly Glu 
120 

His Arg Val Tro 
135 

Lys Thr Gly Ser 
150 

Asp Asn His Lys 
165 

Ala Arg Val Leu 



Asn Asp Trp His 
200 

Gin Pro Lys Gly 
215 



Tyr Ala Asp Ala 
105 

Lys Val Arg Tyr 



lie Asp His Pro 
140 

Lys Leu Tyr Gly 
155 

Arg Phe Ala Leu 
170 

Pro Phe Gly Pro 
185 

Ser Ala Leu Val 



Gin Phe Thr Lys 
220 



Trp Asp Thr Ser 
110 



Phe His Ser lie 
125 



Trp Phe Leu Ala 



Pro Arg Ser Gly 
160 

Phe Cys Lys Ala 
" 175 

Gly Glu Asp Cys 
190 

Pro Val Leu Leu 
205 

Ala Lys Ser Val 



Leu Ala lie His Asn lie Ala Phe Gin Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala 
225 230 235 240 

Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala Ala Phe Asd Lys Leu Ala Phe 
245 250 " 255 

Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu 
260 265 270 

Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys Thr Tyr Lys Lys lie Asn Trp 
275 280 285 

Leu Lys Gly Gly lie lie Ala Ala Asp Lys Leu Val Thr Val Ser Pro 
290 295 300 

Asn Tyr Ala Thr Glu lie Ala Ala Asp Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu 
305 310 315 320 

Asp Thr Val lie Arg' Ala Lys Gly lie Glu Gly lie Val Asn Gly Met 
325 330 335 

Asp He Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro 
340 345 350 . 

Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala 
355 360 365 

Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe 
370 375 380 

Ala Phe He Gly Arg Leu Glu Glu Gin Lys Gly Val Asp lie He Leu 
385 390 395 400 



Ala Ala Leu Pro Lys He Leu Ala Thr Pro Lys Val Gin 
405 410 



He Ala He 
415 ■ 
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Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu Lys Leu Val Asn Ala lie Gly 
420 425 430 

Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly Val Val Lys Phe Ser Ala Pro 
435 440 445 

Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala Asp Phe Met Leu Val Pro Ser 
450 455 460 

Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu lie Gin Leu His Ala Met His Tyr Gly 
465 470 475 480 

Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly Gly Leu Val Asp Thr Val Lys 
485 490 495 

Glu Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu 
500 505 510 

Asp Glu Ala Asp Ala Asp Ala Leu Ala Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser 
515 520 525 

Glu Val Phe Ala Gly Gly Arg Tyr Pro Glu Met Val Ala Asn Cys lie 
530 535 540 

Ser Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro Ala Gin Lys Trp Glu Gly Leu 
545 550 555 560 

Leu Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys 
565 570 575 

Glu Glu He Lys Val Pro Val Ala Glu Lys He Pro Gly Asp Leu Pro 
580 585 590 

Ala Val Ser Tyr Ala Pro Asn Thr Leu Lys Pro Val Ser Ala Ser Val 
595 600 605 

Glu Gly Asn Gly Ala Ala Ala Pro Lys Val Gly Thr Thr Ala Pro Ala 
610 615 620 

Met Gly Ala Trp Arg Ala Thr Thr Pro Ser Gly Pro Ser Pro Ala Ala 
625 630 635 640 

Ala Thr Pro Lys Val Thr Thr Tyr Lys Pro Ala Leu Pro Ala, Thr Ala 
645 650 ' 655 

Lys Pro Lys Thr Ala Gly Leu Lys Leu Ala Gly Glu Ala Ser Thr Thr 
660 665 670. 

Ser Thr Ser Glu Asn Gly Ala Ala Ser Asn Gly Asn Gly Asn Gly Ala 
675 680 685 

Ser Ala Ser Lys Thr Ser Ala Ala Lys Pro Leu Val 'Ser Ala Ala Thr 
690 695 * 700 

Arg Lys Ser Ala 
705 
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<210> 4 
<211> 1953 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de 1 1 ADNc complet codant la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii et codant la proteine GBSSI mature 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1953) 

<400> 4 

gcg ctg gac ate gtg atg gtt get get gag gtc gee cct tgg tec aag 4 8 

Ala Leu Asp lie Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys 
15 10 15 

acg ggc ggc ctg ggc gat gtg act ggt ggc ctg cct att gag ctg gtc 96 
Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro He Glu Leu Val 
20 25 30 

aag cgc ggc cac cgc gtc atg ace att gee cct cgc tac gac cag tac 144 
Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr He Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40 45 

get gac gee tgg gac acc teg gtg gtc gtg gac ate atg ggc gag aag 192 
Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp He Met Gly Glu Lys 
50 55 60 

gtc cgc tac ttc cac tec ate aag aag ggc gtg cac cgc gtg tgg att 240 
Val Arg Tyr Phe His Ser He Lys Lys Gly Val His Arg Val Trp He 
65 70 75 80 

gac cac ccc tgg ttc ctg gec aag gtc tgg ggc aag acc ggc tec aag 288 
Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 
85 90 95 

ctg tac ggc ccc cgc tec ggc get gac tac ctg gac aac cac aag cgc 336 
Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Ash His Lys Arg 
100 105 * 110 

ttc gee ctg ttc tgc aag gec get att gag get gec cgc gtg' ctg ccc 384 
Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala He Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro 
115 . . 120 125 

ttc ggc ccc ggc gag gac tgc gtc ttc gtg gec aac gac tgg" cac tec 4 32 
Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 
130 135 140 

gec ctg gtg ccc gtc ctg ctg aag gac gag tac cag' ccc aag ggc cag 480 
Ala Leu Val Pro Val Leu Leu Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
145 150 155 160 

ttc acc aag gee aag teg gtg ctg get ate cac aac ate gec ttc cag 528 
Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val Leu Ala He His Asn lie Ala Phe Gin 
165 170 175 




rti/r rvUU/o iob4 



ggc cgc atg tgg gag gag get ttc aag gac acg aag ctg ccc cag gec 576 

Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala 

180 185 190 

gec ttt gac aag ctg gec ttc teg gac ggc tat gec aag gtt tac act 624 

Ala Phe Asp Lys Leu Ala Phe Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 

195 200 205 

gag gec acc ccc atg gag gag gac gag aag ccc ccg ctg acg gga aag 672 

Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys 

210 215 220 

acc tac aag aag ate aac tgg ctg aag ggt ggc att ate gec gec gac 720 

Thr Tyr Lys Lys lie Asn Trp Leu Lys Gly Gly lie lie Ala Ala Asp 

225 230 235 240 

aag ctg gtg act gtg teg ccc aac tac gcg acc gag ate get gec gat 768 

Lys Leu Val Thr Val Ser Pro Asn Tyr Ala Thr Glu lie Ala Ala Asp 

245 250 255 

gec gee ggc ggt gtg gag ctg gac acc gtc ate cgc gec aag ggc att 816 

Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu Asp Thr Val He Arg Ala Lys Gly He 

260 265 270 

gag ggc att gtg aac ggc atg gac att gag gag tgg aac ccc aag acc 864 

Glu Gly He Val Asn Gly Met Asp He Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr 

275 280 285 

gac aag ttc ctg tct gcg ccc tac gac cag aac age gtc tac gee ggc 912 

Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly 

290 295 300 

aag gee gee gee aag gag gec ctg cag gee gag ctg ggc ctg cct gtg 960 

Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 

305 310 315 320 

gac ccc acc gec ccc ctg ttc gee ttc ate ggc cgc ctg gag gag cag 1008 

Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe Ala Phe He Gly Arg Leu Glu Glu Gin 

325 330 335 

aag ggt gtg gac ate ate ctg gec gee ctg ccc aag ate ctg gee acc 1056 

Lys Gly Val Asp He He Leu Ala Ala Leu Pro Lys He Leu Ala Thr 

340 345 350 , 

ccc aag gtg cag ate gec ate ctg ggt acc ggc aag gee gee tac gag 1104 

Pro Lys Val Gin He Ala He Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 

355 ' 360 365 • 

aag ctg gtg aac gee ate ggc acc aag tac aag ggc cgc gee aag ggc 1152 

Lys Leu Val Asn Ala lie Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly 

370 375 380 

gtg gtc aag ttc teg gcg ccc ctg gcg cac atg etc acc gec ggc gee 1200 

Val Val Lys Phe Ser Ala Pro Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala 

385 390 395 400 



gac ttc atg ctg gtg ccc teg cgc ttc gag ccc tgc ggc ctg ate cag 
Asp Phe Met Leu Val Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu He Gin 
405 410 415 .. 



1248 
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ctg cac gcc atg cac tac ggt acc gtg ccc gtg gta gcc tec acc ggc 1296 
Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr'Val Pro Vai Val Ala Ser Thr Gly - 
420 425 430 

ggc ctg gtc gac acc gtc aag gag ggc gtc acc ggc ttc cac atg ggc 1344 
Gly Leu Val Asp Thr Val Lys Glu Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly 
435 440 445 

gcc ctg aac ccc gac aag ctg gac gag get gac gcc gac gcc ctg gcc 1392 
Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu Asp Glu Ala Asp Ala Asp Ala Leu Ala 
450 455 460 

gcc acc gtg cgc cgt gcc age gag gtg ttt gcg ggc ggc cgc tac "ccc 1440 
Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser Glu Val Phe Ala Gly Gly Arg Tyr Pro 
465 470 475 480 

gag atg gtg gcc aac tgc ate age cag gac ctg tec tgg tec aag ccc 1488 
Glu Met Val Ala Asn Cys lie Ser Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro 
485 490 495 

gcc cag aag tgg gag ggc ctg ctg gag gag gtg gtg tac ggc aag ggc 1536 
Ala Gin Lys Trp Glu Gly Leu Leu Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly 
500 505 510 

ggc gtg gcc acc gcc aag aag gag gag ate aag gtg ccc gtt gcc gag 1584 
Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys Glu Glu lie Lys Val Pro Val Ala Glu 
515 520 525 

aag ate ccc ggc gac ctg ccc gcc gtg tec tac gcc ccc aac acc ctg 1632 
Lys lie Pro Gly Asp Leu Pro Ala Val Ser Tyr Ala Pro Asn Thr Leu 
530 535 540 

aag ccc gtg tec gcc tec gtg gag ggc aac ggc gcc gcc gcg ccc aag 1680 
Lys Pro Val Ser Ala Ser Val Glu Gly Asn Gly Ala Ala Ala Pro Lys 
545 550 555 560 

gtc ggc acc acc gcc ccc gcc atg ggc gcg tgg cgc gcg acc acc ccc 1728 
Val Gly Thr Thr Ala Pro Ala Met Gly Ala Trp Arg Ala Thr Thr Pro 
565 570 575 

teg ggc ccc teg ccc gcc gcc gcc acc ccc aag gtg acc acc tac aag 1776 
Ser Gly Pro Ser Pro Ala Ala Ala Thr Pro Lys Val Thr Thr Tyr Lys 
580 585 590 . 

ccc gcc ctg ccc gcc acc gcc aag ccc aag acc get ggc etc aag ctg 1824 
Pro Ala Leu Pro Ala .Thr Ala Lys Pro Lys Thr Ala Gly Leu Lys Leu 
595 600 605 

gcc ggt gag gcc tec acc acc teg acc teg gag aac ggc get gcc tec 1872 
Ala Gly Glu Ala Ser Thr Thr Ser Thr Ser Glu Asn Gly Ala Ala Ser 
610 615 620 

aac ggc aac ggc aac ggt gcc teg gcc tec aag acc teg get gcc aag 1920 
Asn Gly Asn Gly Asn Gly Ala Ser Ala Ser Lys Thr Ser Ala Ala Lys 
625 630 635 640 

ccc ctg gtc tec gcc gcc acc cgc aag tec gcc 1953 
Pro Leu Val Ser Ala Ala Thr Arg Lys Ser Ala 
645 650 
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<210> 5 
<211> 651 
<212> PRT' 

<2.13> Sequence artificielle 

<223> Description de ia sequence artificielle: fragment 
de l'ADNc complet codant ia GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii et codant la proteine GBSSI mature 

<400> 5 

Ala Leu Asp lie Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys 
1 5 10 15 

Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro lie Giu Leu Val 
20 25 30 

Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr lie Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40 45 

Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp lie Met Gly Glu Lys 
50 55 60 

Val Arg Tyr Phe His Ser lie Lys Lys .Gly Val His Arg Vai Trp lie 
65 70 75 80 

Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 
85 90 95 

Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg 
100 105 110 

Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala lie Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro 
115 120 125 

Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 
130 135 140 

Ala Leu Val Pro Val Leu Leu Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
145 ■ 150 155 160 

Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val Leu Ala lie His Asn lie Ala Phe Gin 
165 170 175 

Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro .Gin Ala 
180 185 190' 

Ala Phe Asp Lys Leu Ala Phe Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 
195 200 205 

Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys 
210 215 220 

Thr Tyr Lys Lys He Asn Trp Leu Lys Gly Gly He 'He Ala Ala Asp 
225 230 235 240 

Lys Leu Val Thr Val Ser Pro Asn Tyr Ala Thr Glu He Ala Ala Asp 
245 250 255 

Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu Asp Thr Val He Arg Ala Lys Gly He 
260 265 270 
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Glu Gly He Val Asn Gly Met Asp He Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr 
275 280 285 

Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly 
290 295 300 

Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 
305 310 315 320 

A.sp Pro Thr Ala Pro Leu Phe Ala Phe He Gly Arg Leu Glu Glu Gin 
325 330 335 

Lys Gly Val Asp He He Leu Ala Ala Leu Pro Lys lie Leu Ala Thr- 
340 345 350 

Pro Lys Val Gin He Ala He Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 
355 360 365 

Lys Leu Val Asn Ala He Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly 
370 375 380 

Val Val Lys Phe Ser Ala Pro Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala 
385 390 395 400 

Asp Phe Met Leu Val Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu He Gin 
405 410 415 

Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly 
420 425 430 

Gly Leu Val Asp Thr Val Lys Glu Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly 
435 440 445 

Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu Asp Glu Ala Asp Ala Asp Ala Leu Ala 
450 455 460 

Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser Glu Val Phe Ala Gly Gly Arg Tyr Pro 
465 470 475 480 

Glu Met Val Ala Asn Cys He Ser Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro 
485 490 495 

Ala Gin Lys Trp Glu- Gly Leu Leu Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly 
500 505 510'" 

Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys Glu Glu He Lys Val Pro Val Ala Glu 
515 ' 520 525 

Lys He Pro Gly Asp Leu Pro Ala Val Ser Tyr Ala Pro Asn Thr Leu 
530 535 540 

Lys Pro Val Ser Ala Ser Val Glu Gly Asn Gly Ala 'Ala Ala Pro Lys 
545 550 555 560 

Val Gly Thr Thr Ala Pro Ala Met Gly Ala Trp Arg Ala Thr Thr Pro 
565 570 575 

Ser Gly Pro Ser Pro Ala Ala Ala Thr Pro Lys Val Thr Thr Tyr Lys 
580 585 590 
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Pro Ala Leu Pro Ala Thr Ala Lys Pro Lys Thr Ala Gly Leu Lys Leu 
595 600 605 

Ala Gly Glu Ala Ser Thr Thr Ser Thr Ser Glu Asn Gly Ala Ala Ser 
610 615 620 

Asn Gly Asn Gly Asn Gly Ala Ser Ala Ser Lys Thr Ser Ala Ala Lys 
625 630 635 640 

Pro Leu Val Ser Ala Ala Thr Arg Lys Ser Ala 
645 650 



<210> 6 
<211> 1314 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de I'ADNc complet codant la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . 



(1314) 



<400> 6 

gcg ctg gac ate gtg atg gtt get get gag gtc gee cct tgg tec aag 

Ala Leu Asp lie Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys 
15 10 15 



48 



acg ggc ggc ctg ggc gat gtg act ggt ggc ctg cct att gag ctg gtc 
Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro lie Glu Leu Val 
20 " 25 30 



96 



aag cgc ggc cac cgc gtc atg acc att gec cct cgc tac gac cag tac 
Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr. lie Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40. 45 



144 



get gac gec tgg gac acc teg gtg gtc gtg gac ate atg ggc gag aag 
Ala Asd Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp lie Met Gly Glu Lys 
50 55 60 ! 



192 



gtc cgc tac ttc cac- tec ate aag aag ggc gtg cac cgc gtg tgg att 
Val Arg Tyr Phe His Ser lie Lys Lys Gly Val His Arg Val Trp He 
65 70 75 80 



240 



gac cac ccc tgg ttc ctg gee aag gtc tgg ggc aag acc ggc tec aag 
Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 
85 90 4 95 



288 



ctg tac ggc ccc cgc tec ggc get' gac tac ctg gac aac cac aag cgc 
Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg 
100 105 HO 



336 



ttc gec ctg ttc tgc aag gec get att gag get gee cgc gtg ctg ccc 
Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala He Glu Ala Ala Arg Val Leu. Pro 
115 120 * 125 



384 
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ttc ggc ccc ggc gag gac tgc gtc ttc gtg gcc aac gac tgg cac tec 432 
Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 
130 135 140 

gcc ctg gtg ccc gtc ctg ctg aag gac gag tac cag ccc aag ggc cag 480 
Ala Leu Val Pro Val Leu Leu Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
145 150 155 160 

ttc acc aag gcc aag teg gtg ctg get ate cac aac ate gcc ttc cag 528 
Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val Leu Ala lie His Asn lie Ala Phe Gin 
165 170 175 

ggc cgc atg tgg gag gag get ttc aag gac acg aag ctg ccc cag gcc 576 
Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala 
180 185 190 

gcc ttt gac aag ctg gcc ttc teg gac ggc tat gcc aag gtt tac act 624 
Ala Phe Asp Lys Leu Ala Phe Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 
195 200 205 

gag gcc acc ccc atg gag gag gac gag aag .ccc ccg ctg acg gga aag 672 
Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys 
210 215 220 

acc tac aag aag ate aac tgg ctg aag ggt ggc att ate gcc gcc gac 720 
Thr Tyr Lys Lys lie Asn Trp Leu Lys Gly Gly lie lie Ala Ala Asp 
225 230 235 240 

aag ctg gtg act gtg teg ccc aac tac gcg acc gag ate get gcc gat 768 
Lys Leu Val Thr Val Ser Pro Asn Tyr Ala Thr Glu lie Ala Ala Asp 
245 250 255 



gcc gcc ggc ggt gtg gag ctg gac acc gtc ate cgc gcc aag ggc att 
Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu Asp Thr Val lie Arg Ala Lys Gly lie 
260 265 270 



816 



gag ggc att gtg aac ggc atg gac att gag gag tgg aac ccc aag acc 864 

Glu Gly lie Val Asn Gly Met Asp lie Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr 
275 280 285 

gac aag ttc ctg tct gcg ccc tac gac cag aac age gtc tac gcc ggc 912 

Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly 

290 295 300 

aag gcc gcc gcc aag gag gcc ctg cag gcc gag ctg ggc ctg cct gtg 960 

Lys Ala Ala Ala Lys- Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 
305 310 315 320 

gac ccc acc gcc ccc ctg ttc gcc ttc ate ggc cgc ctg gag gag cag 1008 

Asp Pro Thr AJ.a Pro Leu Phe Ala Phe lie Gly Arg Leu Glu Glu Gin 
325 330 t 335 

aag ggt gtg gac ate ate ctg gcc gcc ctg ccc aag ate ctg gcc acc 

Lys Gly Val Asp He He Leu Ala Ala Leu Pro Lys He Leu Ala Thr 
340 345 350 

ccc aag gtg cag ate gcc ate ctg ggt acc ggc aag gcc gcc tac gag 1104 

Pro Lys Val Gin He Ala He Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 
355 360 365 
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aag ctg gtg aac gcc ate ggc acc aag tac aag ggc cgc gcc aag ggc 1152 
Lys Leu Val Asn Ala lie Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly 
370 375 . .380 

gtg gtc aag ttc teg gcg ccc ctg gcg cac atg etc acc gcc ggc gcc 1200 
Val Val Lys Phe Ser Ala Pro Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala 
385 390 395 400 

gac ttc atg ctg gtg ccc teg cgc ttc gag ccc tgc ggc ctg ate cag 1248 
Asp Phe Met Leu Val Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu lie Gin 
405 410 415 

ctg cac gcc atg cac tac ggt acc gtg ccc gtg gta gcc tec acc ggc 1296 
Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly 
420 425 430 

ggc ctg gtc gac acc gtc 1314 
Gly Leu Val Asp Thr Val 
435 

/ 

<210> 7 
<211> 438 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence art if icielle : fragment 
de l'ADNc complet codant la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii 

<400> 7 

Ala Leu Asp lie Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys 
1 5 10 15 

Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro lie Glu Leu Val 
20 25 30 

Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr lie Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40 45 

Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp lie Met Gly Glu Lys 
50 55 60 

Val Arg Tyr Phe His' Ser lie Lys Lys Gly Val His Arg Val;. Trp lie 
65 70 75 80 

Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 
85 90 95 

Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg 
100 105 110 

Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala lie Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro 
115 120 125 

Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 
130 135 140 

Ala Leu Val Pro Val Leu Leu Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
145 150 155 160 
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Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val Leu Ala lie His Asn He Ala Phe Gin 
165 170 175 

Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala 
180 185 190 

Ala Phe Asp Lys Leu Ala Phe Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 
195 200 205 

Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys 
210 215 220 

Thr Tyr Lys Lys He Asn Trp Leu Lys Gly Gly He He Ala Ala Asp 
225 230 235 240 

Lys Leu Val Thr Val Ser Pro Asn Tyr Ala Thr Glu He Ala Ala Asp 
245 250 255 

Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu Asp Thr Val He Arg Ala Lys Gly He 
260 • 265 270 

Glu Gly He Val Asn Gly Met Asp He Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr 
275 280 285 

Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly 
290 295 300 

Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 
305 310 315 320 

Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe Ala Phe lie Gly Arg Leu Glu Glu Gin 
325 330 335 

Lys Gly Val Asp He He Leu Ala Ala Leu Pro Lys He Leu Ala Thr 
340 345 350 

Pro Lys Val Gin He Ala He Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 
355 360 365 

Lys Leu Val Asn Ala He Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly 
370 375 380 

Val Val Lys Phe Ser Ala Pro Leu Ala His Met Leu Thr Ala. Gly Ala 
385 390 395 400 

Asp Phe Met Leu Val * Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu He Gin 
405 410 415 

Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly 
420 425 430 

Gly Leu Val Asp Thr Val 
435 



<210> 8 
<21L> 1593 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : fragment 
de l'ADNc complet codaht la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1593) 

<4 00> 8 

gcg ctg gac ate gtg atg gtt get get gag gtc gec cct tgg tec aag 

Ala Leu Asp lie Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser.Lys 

X 5 10 15 

acg ggc ggc ctg ggc gat gtg act ggt ggc ctg cct att gag ctg gtc 
Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro lie Glu Leu Val 
20 25 30 . 

aag cgc ggc cac cgc gtc atg acc att gec cct cgc tac gac cag tac 
Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr He Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40 45 



gtc cgc tac ttc cac tec ate aag aag ggc gtg cac cgc gtg tgg att 

Val Arg Tyr Phe His Ser He Lys Lys Gly Val His Arg Val Trp lie 

65 "70 75 80 

gac cac ccc tgg ttc ctg gec aag gtc tgg ggc aag acc ggc tec aag 

Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 

85 90 95 

ctg tac ggc ccc cgc tec ggc get gac tac ctg gac aac cac aag cgc 

Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg 

100 105 110 

ttc gee ctg ttc tgc aag gee get att gag get gee cgc gtg ctg ccc 

Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala He Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro 

115 120 125 

ttc ggc ccc ggc gag gac tgc gtc ttc gtg gec aac gac tgg cac tec 

Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 

130 135 140 



ttc acc aag gee aag teg gtg ctg get ate cac aac ate gec ttc cag 
Phe Thr Lys Ala Lys Ser Val Leu Ala He His Asn He Ala Phe Gin 
165 170 175 



gec ttt gac aag ctg gec ttc teg gac ggc tat gec aag gtt tac act 
Ala Phe Asp Lys Leu Ala Phe Ser Asp Gly Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 
195 200 205 



48 



96 



144 



get gac gee tgg gac acc teg gtg gtc gtg gac ate atg ggc gag aag 192 
Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp He Met Gly Glu Lys 
50 55 60 



240 



288 



336 



384 



432 



gee ctg gtg ccc gtc ctg ctg aag gac gag tac cag ccc aag ggc cag 480 
Ala Leu Val Pro Val Leu Leu Lys Asp Glu Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
145 150 . 155 160 



528 



ggc cgc atg tgg gag gag get ttc aag gac acg aag ctg ccc cag gee 576 
Gly Arg Met Trp Glu Glu Ala Phe Lys Asp Thr Lys Leu Pro Gin Ala 
180 185 190 



624 
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gag gcc acc ccc atg gag gag gac gag aag ccc ccg ctg acg gga aag 672 

Glu Ala Thr Pro Met Glu Glu Asp Glu Lys Pro Pro Leu Thr Gly Lys 

210 215 220 

acc tac aag aag ate aac tgg ctg aag ggt ggc att ate gcc gcc gac 720 

Thr Tyr Lys Lys lie Asn Trp 'Leu Lys Gly Gly lie lie Ala Ala Asp 

225 230 235 240 



aag ctg gtg act gtg teg ccc aac tac gcg acc gag ate get gcc gat 
Lys Leu Val Thr Val Ser Pro Asn Tyr Ala Thr Glu lie Ala Ala Asp 
245 250 255 



ctg cac gcc atg cac tac ggt acc gtg ccc gtg gta gcc tec acc ggc 

Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly 
420 425 430 

ggc ctg gtc gac acc gtc aag gag ggc gtc acc ggc ttc cac atg ggc 

Gly Leu Val Asp Thr Val Lys Glu Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly 
435 440 445 



768 



gcc gcc ggc ggt gtg gag ctg gac acc gtc ate cgc gcc aag ggc att 816 
Ala Ala Gly Gly Val Glu Leu Asp Thr Val lie Arg Ala Lys Gly lie 
260 265 270 

gag ggc att gtg aac ggc atg gac att gag gag tgg aac ccc aag acc 864 
Glu Gly lie Val Asn Gly Met Asp lie Glu Glu Trp Asn Pro Lys Thr 
275 280 285 

gac aag ttc ctg tct gcg ccc tac gac cag aac age gtc tac gcc ggc 912 
Asp Lys Phe Leu Ser Ala Pro Tyr Asp Gin Asn Ser Val Tyr Ala Gly 
290 295 300 

aag gcc gcc gcc aag gag gcc ctg cag gcc gag ctg ggc ctg cct gtg 960 
Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 
305 310 315 320 

gac ccc acc gcc ccc ctg ttc gcc ttc ate ggc cgc ctg gag gag cag 1008 
Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe Ala Phe lie Gly Arg Leu Glu Glu Gin 
325 330 335 

aag ggt gtg gac ate ate ctg gcc gcc ctg ccc aag ate ctg gcc acc 1056 
Lys Gly Val Asp lie lie Leu Ala Ala Leu Pro Lys lie Leu Ala Thr 
340 345 350 

ccc aag gtg cag ate gcc ate ctg ggt acc ggc aag gcc gcc tac gag 1104 
Pro Lys Val Gin lie Ala lie Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 
355 360 365 

aag ctg gtg aac gcc ate ggc acc aag tac aag ggc cgc gcc aag ggc 1152 
Lys Leu Val Asn Ala lie Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala Lys Gly 
370 375 380 

gtg gtc aag ttc teg gcg ccc ctg gcg cac atg etc acc gcc ggc gcc 1200 
Val Val Lys Phe Ser Ala Pro Leu Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala 
385 390 395 400 

gac ttc atg ctg gtg ccc teg cgc ttc gag ccc tgc ggc ctg ate cag 1248 
Asp Phe Met Leu Val Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu lie Gin 
405 410 415 



1296 



1344 
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gcc ctg aac ccc gac aag ctg gac gag get gac gec gac gec ctg gec 1392 

Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu Asp Glu Ala Asp Ala Asp Ala Leu Ala 

450 455 • 460 

gcc acc gtg cgc cgt gcc age gag gtg ttt gcg ggc ggc cgc tac ccc 1440 

Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser Glu Val Phe Ala Gly Gly Arg Tyr Pro 

465 470 475 480 



gag atg gtg gcc aac tgc ate age cag gac ctg tec tgg tec aag ccc 
Glu Met Val Ala Asn Cys lie Ser Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro 
485 490 495 



1488 



gcc cag aag tgg gag ggc ctg ctg gag gag gtg gtg tac ggc aag ggc 1536 
Ala Gin Lys Trp Glu Gly Leu Leu Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly 
500 505 510 

ggc gtg gcc acc gcc aag aag gag gag ate aag gtg ccc gtt gcc gag 1584 
Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys -Glu Glu lie Lys Val Pro Val Ala Glu 
515 520 525 

aag ate ccc 1593 
Lys lie Pro 
530 



<210> 9 
<211> 531 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de l'ADNc complet codant la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii 

<400>9 , 

Ala Leu Asp lie. Val Met Val Ala Ala Glu Val Ala Pro Trp Ser Lys 
1 5 10 15 

Thr- Gly Gly Leu Gly Asp Val Thr Gly Gly Leu Pro lie Glu Leu Val 
20 25 30 

Lys Arg Gly His Arg Val Met Thr lie Ala Pro Arg Tyr Asp Gin Tyr 
35 40 45 

Ala Asp Ala Trp Asp Thr Ser Val Val Val Asp lie Met Gly Glu Lys 
50 55 60 

Val Arg Tyr Phe His Ser lie Lys Lys Gly Val His Arg Vai Trp lie 
65 .70 75 80 

Asp His Pro Trp Phe Leu Ala Lys Val Trp Gly Lys Thr Gly Ser Lys 
85 90 • 95 

Leu Tyr Gly Pro Arg Ser Gly Ala Asp Tyr Leu Asp Asn His Lys Arg 
100 105 110 

Phe Ala Leu Phe Cys Lys Ala Ala lie Glu Ala Ala Arg Val Leu Pro 
115 120 125 

Phe Gly Pro Gly Glu Asp Cys Val Phe Val Ala Asn Asp Trp His Ser 
130 135 140 
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Ala Leu Val Pro Val 
145 

Phe Thr Lys Ala Lys 
165 

Giy Arg Met Trp Glu 
180 

Ala Phe Asp Lys Leu 
195 

Glu Ala Thr Pro Met 
210 



Leu Leu Lys Asp Glu 
.150 

Ser Val Leu Ala lie 
170 

Glu Ala Phe Lys Asp 
185 

Ala Phe Ser Asp Gly 
200 

Glu Glu Asp Glu Lys 
215 



Tyr Gin Pro Lys Gly Gin 
155 160 

His Asn lie Ala Phe Gin 
175 

Thr Lys Leu Pro Gin Ala 
190 

Tyr Ala Lys Val Tyr Thr 
205 

Pro Pro Leu Thr Gly Lys 
220 



Thr Tyr Lys Lys 
225 

Lys Leu Val Thr 



Ala Ala Gly Gly 
260 

Glu Gly lie Val 
275 

Asp Lys Phe Leu 
290 



He Asn Trp Leu 
230 

Val Ser Pro Asn 
245 

Val Glu Leu Asp 



Asn Gly Met Asp 
280 

Ser Ala Pro Tyr 
295 



Lys Gly Gly He 
235 

Tyr Ala Thr Glu 
250 

Thr Val He Arg 
265 

He Glu Glu Trp 



Asp Gin Asn Ser 
300 



He Ala Ala Asp 
240 

He Ala Ala Asp 
255 

Ala Lys Gly He 
270 

Asn Pro Lys Thr 
285 

Val Tyr Ala Gly 



Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Ala Glu Leu Gly Leu Pro Val 
305 310 315 320 

Asp Pro Thr Ala Pro Leu Phe Ala Phe He Gly Arg Leu Glu Glu Gin 
325 330 335 

Lys Gly Val Asp He He Leu Ala Ala Leu Pro Lys He Leu Ala Thr 
340 345 350 

Pro Lys Val Gin He Ala He Leu Gly Thr Gly Lys Ala Ala Tyr Glu 
355 360 365 

Lys Leu Val Asn Ala He Gly Thr Lys Tyr Lys Gly Arg Ala- Lys Gly 
370 375 380 



Val Val Lys Phe Ser 'Ala Pro Leu 
385 390 

Asp Phe Met Leu Val Pro Ser Arg 
405 

Leu His Ala Met His Tyr Gly Thr 
420 

Gly Leu Val Asp Thr Val Lys Glu 

435 440 

Ala Leu Asn Pro Asp Lys Leu Asp 
450 455 



Ala His Met Leu Thr Ala Gly Ala 
395 400 

Phe Glu Pro Cys Gly Leu He Gin 
410 415 

Val Pro Val Val Ala Ser Thr Gly 
425 430. 

Gly Val Thr Gly Phe His Met Gly 
445 

Glu Ala Asp Ala Asp Ala Leu Ala 
4 60 



WO 00/71734 



21 



PCT/FR00/01384 



Ala Thr Val Arg Arg Ala Ser Glu 
465 • 470 

Glu Met Val Ala Asn Cys lie Ser 
485 

Ala Gin Lys Trp Glu Gly Leu Leu 
500 

Gly Val Ala Thr Ala Lys Lys Glu 
515 520 

Lys lie Pro 
530 



Val Phe Ala Gly Gly Arg Tyr Pro 
475 480 

Gin Asp Leu Ser Trp Ser Lys Pro 
490 495 

Glu Glu Val Val Tyr Gly Lys Gly 
505 510 

Glu He Lys Val Pro Val Ala Glu 
525 
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